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In den letzten Jahren wurden die westlichen Industrienationen vermehrt mit 
Wohlstandserkrankungen konfrontiert, welche durch Überernährung und gleichzeitigem 
Bewegungsmangel hervorgerufen werden. Dabei gilt es besonders die Fettsucht und das 
meist damit vergesellschaftete Metabolische Syndrom (MetS) zu nennen. Bei dem MetS 
handelt es sich um eine multifaktorielle Erkrankung, die laut „International Diabetes 
Foundation" (IDF) unter anderem durch erhöhte Triglyceride, ein niedrigeres 
HDL-Cholesterin, einen erhöhten Blutdruck und einen pathologischen 
Nüchternblutzucker gekennzeichnet ist.  
Eine wichtige Subpopulation von Betroffenen des MetS sind Frauen in den 
Wechseljahren, von denen ca.  40 % Symptome des MetS zeigen. In Studien zeigte sich, 
dass die Hormonersatztherapie (HRT) Parameter des Stoffwechsels in postmenopausalen 
Frauen unterschiedlich beeinflusst, je nachdem, ob sie gleichzeitig Symptome des MetS 
zeigen oder nicht. So werden z. B. Probleme der Insulinresistenz durch HRT von 
postmenopausalen Frauen zwar prinzipiell verbessert, aber nur, wenn diese Frauen nicht 
gleichzeitig weitere Symptome des MetS aufweisen wie z. B. Adipositas. Um sowohl die 
Folgen für die Gesundheit des betroffenen Individuums zu minimieren als auch die 
sozioökonomischen Folgen in Schranken halten zu können, sollten präventive 
Behandlungsmaßnahmen den kurativen deutlich zu bevorzugen sein. Voraussetzung für 
eine effektive chemische Prävention des MetS und seiner Folgen für die Gesundheit ist 
die genaue Kenntnis der molekularen Grundlagen der pathophysiologischen 
Veränderungen, die als Folge der Östrogendefizienz zur verstärkten Ausprägung der 
Symptome des MetS bzw. der Adipositas führen. Ein erster plausibler mechanistischer 
Ansatzpunkt schien dabei durch das Wechselspiel von Östrogenen und Leptin gegeben zu 
sein. So ist z. B. der Leptin-Spiegel in Frauen gegenüber Männern dreifach höher. Ein 
„cross-talk“ zwischen den beiden Hormonen im Hypothalamus gilt als nachgewiesen.  
Die Aromatase-knockout (ArKO)-Maus ist ein Mausmodell, das als Phänotyp die 
Östrogendefizienz mit den Symptomen des MetS vergesellschaftet. Durch die Deletion 
des Cyp19-Gens (Aromatase-Gen) sind diese Tiere nicht in der Lage, Östrogene zu 





und im zunehmenden Lebensalter durch die Ausprägung einer exzessiven Adipositas. 
Durch diese Eigenschaft scheint die ArKO-Maus ein adäquates Modell zur Erforschung 
von Folgen der Östrogendefizienz einschließlich des MetS zu sein.  
 
Aus diesem Grund war es interessant zu prüfen, ob und in welchem Umfang die 
ArKO-Maus a) ein adäquates Modell für hormonelle Prüfungen bei Zuständen der 
Östrogendefizienz im Allgemeinen und b) im Zusammenhang mit der Östrogendefizienz 
vergesellschaftete Fettsucht darstellt.  
Symptome der Wechseljahre sind ein Problem des alternden Organismus. Diese Tatsache 
wird in vielen tierexperimentellen Studien zu Erscheinungen der Östrogendefizienz nicht 
berücksichtigt. Deshalb war es weiterhin  interessant, den Einfluss des Alters zu Beginn 
der Behandlung der ArKO-Maus zu untersuchen. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit 
lag in der Prüfung östrogenähnlicher Substanzen im ArKO-Mausmodell. Hier war es 
zusätzlich von Interesse neben dem Einfluss der östrogenen Substanzen auf ausgewählte 
Gewebe in der ArKO-Maus auch die Bedeutung der Behandlungsdauer zu untersuchen.  
Zur Beantwortung der ersten Frage die östrogene Empfindlichkeit betreffend wurden 
ArKO-Mäuse mit der ihren Wildtyp (WT)-Wurfgeschwister verglichen. Dabei wurden 
jeweils die östrogendefizienten Tiere, ArKO-Maus und ovariektomierte (ovx) WT-Maus, 
sowie die unter Östrogeneinfluss stehenden Tiere, E2-supplementierten ArKO-Mäuse und 
intakte WT-Mäuse miteinander verglichen.  Basierend auf den physiologisch, biochemisch 
und molekularbiologisch erhobenen Daten ist das Fazit der ersten tierexperimentellen 
Studie: Die ArKO-Maus scheint anders als die ovx WT-Maus kein adäquates 
experimentelles Modell für reine Östrogenprüfungen zu sein. Sie scheint aber geeignet 
für molekulare Untersuchungen im Zusammenhang von Östrogendefizienz und MetS zu 
sein. Zwischen den beiden Mausmodellen ArKO und WT fand sich auf physiologischer und 
molekularer Ebene eine Vielzahl von Unterschieden. Die ArKO-Mäuse waren signifikant 
schwerer und auch der Verfettungsgrad war bei den ArKO-Mäusen stärker ausgeprägt als 
bei den ovx WT-Mäusen. Bei der  Regulation Genexpression durch Östrogene zeigte ein 





Zur Untersuchung, inwiefern das Lebensalter Einfluss auf physiologische und molekulare 
Eigenschaften der Östrogenwirkung nimmt, wurden weibliche ArKO-Mäuse aus zwei 
unterschiedlichen Altersgruppen untersucht. Mit der zweiten tierexperimentellen Studie 
konnte eine Reihe von Parametern identifiziert werden, die in ihrer östrogenen 
Regulation  eine Abhängigkeit vom Alter aufweisen. So unterscheidet sich die Regulation 
des Körpergewichts signifikant zwischen beiden Altersgruppen, ebenso wie die des 
Uterusfeuchtgewichts. Auf molekularer Ebene konnte gezeigt werden, dass diese sich 
altersabhängig verändert und zum Teil im Vergleich der beiden untersuchten Lebensalter 
sogar entgegengesetzte Muster der östrogenabhängigen Regulation der Genexpression 
ausbildeten.  Als Resümee der zweiten Studie kann daher festgehalten werden, dass bei 
den ArKO-Mäusen das Lebensalter der Tiere eine entscheidende Determinante für die 
Östrogensensitivität ist. Dies scheint insofern wichtig, wenn die Endpunkte auf Ebene von 
Geweben und Genen betrachtet werden, die besonders dem Alterungsprozess 
unterliegen bzw. die für gealterte Populationen relevant sind. 
Bei der HRT wird oft die Verwendung von Phytoöstrogenen als sichere 
„Alternativtherapie“ propagiert. Um zu überprüfen welche Effekte E2, Raloxifen und 
pflanzliche Sekundärmetaboliten auf physiologische Parameter und die Regulation der 
Expression ausgewählter Gene in relevanten Zielgeweben der ArKO-Mäuse haben, wurde 
eine Tiergruppe für drei Tage und eine andere Tiergruppe für 21 Tage mit Raloxifen, 
Genistein und 8-Prenylnaringenin behandelt. Raloxifen ist eine in der HRT verwendete 
synthetisch hergestellte östrogene Substanz, die ein bekannter 
Selektiver-Östrogenrezeptor-Modulator (SERM) ist. Das Soja-Isoflavonoid Genistein und 
das im Hopfen vorkommende Flavanon 8-Prenylnaringenin (8-PN) sind dagegen natürlich 
vorkommende sekundäre Pflanzenmetabolite. In den durchgeführten Untersuchungen 
konnte festgestellt werden, dass es zu einer Verringerung des Fettgewebes durch alle 
östrogene Substanzen kam. Für die Regulation der Expression östrogener Zielgene kann 
zusammenfassend festgestellt werden, dass sich nach einer 21-tägigen Behandlungszeit 
ein anderes Muster der Regulation der Genexpressionsmuster im Uterus ergab als nach 
einer dreitägigen Behandlung. Dies bestätigt die Annahme, dass auch die Dauer der 





Veränderungen der Physiologie und des Stoffwechsels hat. Weiter konnte belegt werden, 
dass Raloxifen, Genistein und 8-PN auf den Uterus und die beiden Fettgewebe ähnliche 
Effekte zeigten wie E2. In der Expression der untersuchten Gene konnte dies allerdings 
nicht so deutlich nachgewiesen werden.  
 
Schlussfolgernd kann anhand dieser Studien festgehalten werden, dass die ArKO-Maus 
kein adäquater Ersatz der ovx WT-Maus zur hormonellen Prüfung östrogener Substanzen 
ist. Sie scheint aber ein geeignetes, ergänzendes experimentelles Modell für 
Fragestellungen zu sein, die sich mit Untersuchungen der Zusammenhänge von 
Östrogendefizienz und MetS beschäftigen. Ebenso zeigten die Daten, dass das 
Lebensalter zu Beginn des Experiments eine entscheidende Determinante für die Qualität 
der östrogenen Wirkung ist. Darüber hinaus konnte im Rahmen dieser Arbeit gezeigt 
werden, dass die verwendeten östrogenen Substanzen keine eindeutigen 
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1. Einleitung 
1.1 Das Metabolische Syndrom 
Gemäß der Definition des medizinischen Wörterbuches von Zetkin-Schaldach (2009) wird 
ein Syndrom definiert als ein „Symptomenkomplex, welches Muster multipler Symptome 
mit einheitlicher, aber unbekannter formaler Pathogenese aufweist“ (1). Damit passt das 
Metabolische Syndrom (MetS), welches auch als tödliches Quartett, „Syndrom X“ oder 
„Reaven-Syndrom“ bezeichnet wird, in die Definition eines Syndroms. Eine einheitlich 
gültige Definition für das MetS gibt es bis heute allerdings nicht. Bereits aufgestellte 
Definitionen wurden in den letzten Jahren mehrfach geändert. Die Klassifikationen 
orientieren sich entweder an der Insulinresistenz (Insulinresistenzsyndrom, 
WHO-Klassifikation 1999) (2) oder dem Lebensstil. Die am häufigsten angewandte 
Definition ist die der International Diabetes Federation (IDF) (3). Durch die IDF wird das 
MetS unter anderem mit dem Vorhandensein einer abdominellen Adipositas definiert. Ein 
Übergewicht erhöht das Risiko für kardiovaskuläre Krankheiten (4). Das Risiko, ein MetS 
zu entwickeln, steigt weiterhin, wenn Diabetes mellitus als ein zusätzlicher 
Komplikationsfaktor auftritt. Eine vermehrte Sekretion von z. B. 
Tumor-Nekrose-Faktor α (TNFα) und Interleukin-6 (IL-6) führt zu einer Insulinresistenz (5). 
Die Sekretion der beiden Zytokine ist dann erhöht, wenn die Fettdepots ebenfalls erhöht 
sind. Die so eintretende Insulinresistenz kann zur Entstehung von Diabetes mellitus Typ 2 
beitragen. Von Diabetes mellitus spricht man, wenn der Nüchternblutzuckerwert den 
Normalwert auf Dauer über 30 % überschreitet. Weitere metabolische Störungen, die für 
ein MetS sprechen, sind Fettstoffwechselstörungen, wenn dadurch die Triglyceride LDL 
und VLDL in erhöhter Konzentration und HDL in verringerter Konzentration vorliegen 
sowie der Blutdruck erhöht ist. In diesem Zusammenhang besteht auch eine deutlich 
höhere Inzidenz gegenüber Herz-Kreislauf-Erkrankungen (6) (Abb. 1.1). Bereits 1988 
deuteten Reaven et al. an, dass Insulinresistenz ein Grund für das MetS ist, aber nicht 
ausschließlich bei übergewichtigen Menschen mit Diabetes mellitus Typ II vorkommt,  
sondern auch bei nicht adipösen Menschen (7) . 
Die nachfolgende Frage konnte bisher allerdings nicht vollständig geklärt werden und 
bietet die Grundlage für eine immer wieder aufflammende Debatte:  
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Sind Adipositas und  Insulinresistenz Ursache für das MetS oder sind sie die Konsequenz 
einer tiefgreifenden metabolischen Veränderung?  
Das MetS hat sich in den letzten Jahren nicht nur in der westlichen Gesellschaft als 
multifaktorielle Krankheit manifestiert (8,9), sondern ist mittlerweile auch in Asien auf 


















Bisher galt Adipositas in Asien eher als seltene Erkrankung, dies hat sich, auch bedingt 
durch den Ernährungswandel, stark verändert. Bedingt durch die hormonellen 
Veränderungen gehören postmenopausale Frauen ebenfalls zur Risikogruppe derer, die 
ein MetS ausprägen können (Kapitel 1.3.1.1). 
 
1.1.1 Adipositas 
Die Inzidenz von Adipositas und adipositasverwandten Ko-Erkrankungen ist in den letzten 
Jahren dramatisch gestiegen. Im Wesentlichen ist Adipositas ein Resultat von exzessivem 
kalorischer Überschuss physiologische Inaktivität
abdominelle Adipositas 
Plasmalipide Insulinresistenz
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Energiekonsum und zu geringem Energieverbrauch, also einer nicht ausbalancierten 
Energiehomöostase (Abb. 1.1). Erhöhter Genuss von Fetten und Zucker und das Fehlen 
von Bewegung sind mit Fettleibigkeit verknüpft (13).  
Mit Hilfe klinischer und tierexperimenteller Untersuchungen wurde gezeigt, dass das 
Fettverteilungsmuster das Risiko für die Entwicklung eines MetS besser beschreibt als die 
Gesamtkörperfettmasse. So besteht eine Korrelation zwischen viszeraler Fettmasse und 
Insulinresistenz sowie MetS und Risiko für koronare Herzerkrankung (KHK)  (14–17). 
Abhängig von der Fettgewebelokalisation konnten Unterschiede in der Insulinsensitivität, 
der lipolytischen Aktivität, dem Glukosestoffwechsel und der endokrinen Regulation 
dargestellt werden (18).  
„Not all fat is created equal“ könnte laut Ferries et al. die neue Lehrmeinung der 
Adipositasforschung sein (19). So kommt es nicht nur auf die Menge des Fettes an, 
sondern auch auf dessen Verteilung. Unterschieden wird daher in periphere (gynoide) 














Die abdominelle Adipositas gilt als die mit dem höheren Risiko für KHK und somit auch für 
die Entstehung eines MetS. Bei dieser Form der Adipositas führt die exzessive 
Fettakkumulation zu einer Sekretion von freien Fettsäuren in der Vena porta, was zu einer 
Abb. 1. 2 Vereinfachte Darstellung der Fettverteilung im Körper 
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hepatischen Insulinresistenz, einem Hauptcharakteristikum  des  Diabetes mellitus Typ 2  ,  
führt und eine aberrante Akkumulation von Fetten in den Hepatozyten, was eine 
Fettleber nach sich zieht (20,21).  
Die klinische Bedeutung einer differenzierten Charakterisierung der abdominal-betonten 
Adipositas besteht darin, Risikogruppen des MetS aufgrund molekularer und genetischer 




Das Fettgewebe ist eine Form des Bindegewebes, welches an verschiedenen Stellen des 
Körpers verteilt ist. Es ist aus Adipozyten aufgebaut, deren grundsätzliche Aufgabe es ist, 
Fett zu synthetisieren (Lipogenese) und zu speichern. Fettgewebe ist aber nicht gleich 
Fettgewebe. Daher unterscheidet man zwischen sogenanntem Speicherfett und Baufett. 
Ein klassisches Beispiel für Speicherfett ist das subkutane Fettgewebe, es liegt direkt 
unter der Haut und gilt als ein wichtiger Wärmeisolator des Körpers. Baufett hingegen 
dient der Erhaltung der Organlage wie das infrarenale Fettgewebe bei den Nieren. Frauen 
neigen generell dazu mehr subkutanes Fett zu akkumulieren, während Männer eher 
viszerales Fett akkumulieren.  
Das Fettgewebe ist mehr als ein Speicherorgan für Fett. Mittlerweile zählt man es zu 
einem der größeren endokrinen Organe des Körpers (19,22,23). Es produziert 
verschiedene Hormone, die den Stoffwechsel im Körper regulieren (Abb. 1.3). 
Viele der in den Fettzellen gebildeten Substanzen, besonders jene des abdominellen 
Fettgewebes, sind mit dem Auftreten von metabolischen sowie kardiovaskulären 
Komplikationen der Adipositas verknüpft. So wurde 1994 zuerst Leptin als ein Produkt 
des ob-Gens identifiziert (24). Es wird fast ausschließlich im Fettgewebe exprimiert und ist 
in seiner Sekretion abhängig vom Fettzellvolumen. Leptin spielt eine wichtige Rolle bei 
der hypothalamischen Regulierung des Körpergewichts (25). In abdominellen Adipozyten 
werden die pro-inflammatorischen Marker wie dem TNFα und IL-6 stärker sezerniert, 
verglichen zum subkutanen Fettgewebe. Ein erhöhtes Serum-IL-6 steht in der Diskussion 
eine pathogenetische Rolle beim MetS zu spielen (26). Durch das IL-6 wird die 
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Insulinresistenz negativ beeinflusst, da proatherogene wie auch prodiabetische Effekte 
ausgelöst werden. Mit dem TNFα wird ein parakriner Regulator im Fettgewebe 
sezerniert, der die Insulinsensibilität in den Adipozyten reduziert und dadurch teilweise 
die Produktion von freien Fettsäuren erhöht (27). Es wird bisher nur vermutet, dass die 
Adipozyten es selbst sind, die diese Marker produzieren und zwar durch die ebenfalls im 
adipösen Gewebe erhöhte Konzentration von Makrophagen (28). Ein weiteres Protein, 
welches ausschließlich in reifen Fettzellen synthetisiert wird, ist das Adiponektin. Es wird 
mit dem Ansteigen einer Insulinsensitivität assoziiert (29). Daneben schreibt man ihm 












modifiziert nach (31) 
 
Das Fettgewebe unterliegt einer steten Dynamik (32,33). Die Anzahl der Adipozyten bleibt 
etwa ab dem 20. Lebensjahr konstant (32), lediglich das Zellvolumen passt sich später 
dem Metabolismus an (33). Auch wenn die Anzahl der Adipozyten im adulten Organismus 
sich kaum verändert, erneuern sich dennoch die Zellen selbst in gewissen Abständen (32).   
Adipositas ist charakterisiert durch einen Überschuss an Fettgewebe. Eingebunden in die 
Entwicklung einer Insulinresistenz bei Fettleibigkeit ist das Resistin, in dem es in die 
insulinvermittelte zelluläre Glukoseaufnahme eingreift  (34). Auch sorgt Resistin für eine 
Hemmung der Adipozytendifferenzierung (35). 
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Neben der Nebenniere ist das Fettgewebe der größte Freisetzungsort für 
Steroidhormone im Körper. Dabei werden in der Nebennierenrinde unter anderem die 
Androgene Dehydroepiandrosteron und Androstendion synthetisiert und freigesetzt. 
Diese können wiederum im Fettgewebe mit Hilfe von Aromatase zu Östradiol 
umgewandelt werden (Abb. 1.5). Das Fettgewebe stellt daher die wichtigste Quelle für 
Östrogen in postmenopausalen Frauen dar (Kapitel 1.2.1.2). 
 
1.2 Das Hormonsystem 
Zur Koordination der Funktionen aller Körperzellen stehen dem Organismus zwei 
Informationssysteme zur Verfügung, das Nervensystem und das hormonelle System.  
Eine Vielzahl der Hormone wird in epithelialen Drüsen gebildet und ihr Sekret durch 
Kapillarendothelien in die Blutbahn freigesetzt. Für die Steroidhormone existieren zum 
anschließenden Transport im Blutstrom Transportproteine (Steroidhormonbindende 
Globuline, SHBG). Am Zielorgan bildet sich ein Hormon-Rezeptor-Komplex, welcher 
verschiedene Prozesse (Wachstum, Differenzierung) in Gang setzt (36–38).  
 
1.2.1 Steroidhormone 
Natürlich vorkommende Steroidhormone leiten sich auf molekularer Basis vom 
Cholesterin ab. Nach der Bindung an den Lipoprotein-Rezeptor wird Cholesterin von den 
endokrinen Drüsen durch steroidogene Zellen aufgenommen (39). In diesen Zellen finden 
die Speicherung sowie die Zuführung zur Steroidogenese statt. Typische Produktionsorte 
für Steroidhormone bilden Ovarien und Nebennierenrinde. Bei Bedarf werden aus deren 
Cholesterinvorräten Steroidhormone synthetisiert. Durch den Steroidhormonabbau in 
der Leber werden an die Steroide nach einer oxidativen Verstoffwechselung entweder 
Sulfate oder Glucuronsäure an die Hydroxylgruppen konjugiert, was die Ausscheidung 
aus dem Organismus erleichtert (36,39). 
Die Östrogene unterscheiden sich von den anderen Steroidhormonen durch ihren 
aromatischen A-Ring. Weiter kann man die Steroidhormone auch bezogen auf deren 
Kohlenstoff-Atom-Anzahl oder dem entsprechenden Rezeptor in fünf Hauptgruppen 
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einteilen. So unterscheidet man mit je 21 C-Atomen Gestagene,  Glucocorticoide 
 und Mineralocorticoide, Androgene mit 19 C-Atomen sowie Östrogene mit 18 C-Atomen.  
 
1.2.1.1 Biosynthese endogener Östrogene  
Hauptquelle für Östrogene in der Frau sind die Granulosazellen der Ovarien. Angelehnt an 
die „Zwei-Zell“-Theorie der Östrogensynthese geht man davon aus, dass die Thekazellen 
unter Einfluss des Luteinisierenden Hormons (LH) Androgene sezernieren, welche dann in 
die Granulosazellen diffundieren, um dort durch Aromatisierung in Östrogene 
umgewandelt  zu werden  (39,40). Dabei unterscheidet man die natürlich vorkommenden 
Östrogene 17β-Östradiol (E2) und Östron (E1), die im Ovar gebildet werden und 
Östriol (E3), welches allerdings in der Leber gebildet wird (39) (Abb. 1.4). 
In der Steroidogenese der Ovarien wird E2 vorrangig in den Follikel umgebenden 
Granulosazellen gebildet. Hierbei wird Cholesterin über Pregnenolon in Progesteron (P4), 
ein Gestagen, umgewandelt. Damit bildet P4, selbst ein wirksames weibliches 









Das in den Thekazellen enzymatisch zu Testosteron umgewandelte Androstendion 
entsteht aus dem Zwischenprodukt 17α-Hydroxyprogesteron. Die so entstandenen 
Androgene Androstendion und Testosteron bilden die Basis zur Synthese der Östrogene 
in der Granulosazelle. Mit Hilfe des Aromatase-Enzym-Komplexes entstehen über eine 
Aromatisierung des Ringes A, unter oxidativer Entfernung der C-19-Methylgruppe, aus 










Abb. 1. 4 Strukturformel Östron (E1) und Östradiol (E2) 
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weiterhin E2 entstehen, ausgelöst durch eine katalytische Reaktion der 






















Die so entstandenen endogenen Östrogene weisen eine unterschiedlich starke Affinität 
zu den beiden Östrogenrezeptoren auf. Dabei hat E1 eine zwei- bzw. zehnmal geringere 
biologische Wirksamkeit im Vergleich zu E2 (43). Damit ist E2 das wichtigste endogene 
Östrogen im weiblichen prämenopausalen Körper. Der gesamte Vorgang der 
E2-Biosynthese unterliegt zyklischen Schwankungen. Während der proliferativen Phase 
beim Menstruationszyklus ist der E2-Spiegel in höheren Primaten am höchsten. In 






















Abb. 1. 5 Vereinfachte Darstellung der Hauptwege der Steroidbiosynthese 
Steroid-17alpha-Hydroxylase (Cyp17), 3β-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (3βHSD), 
Estradiol-17beta-Hydroxysteroid-Dehydrogenase (17βHSD), Aromatase (Cyp19). 
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Der Östrus ist die Periode, in der das weibliche Tier begattungsbereit ist. In 
tierexperimentellen Studien, bei denen die östrogene Responsivität in verschiedenen 
Zielorganen untersucht werden soll, ist es daher notwendig, diese E2-Schwankungen 
auszuschließen. Dazu wird im Allgemeinen die Ovariektomie genutzt. Die Kastration führt 
zum Ausschalten der gonadalen E2-Produktion und damit zu einem starken Absinken der 
E2-Spiegel, wie es auch in der Postmenopause zu beobachten ist. Bei postmenopausalen 
Frauen ist ein niedriger basaler E2-Spiegel auch noch nach der Menopause nachweisbar. 
Anders als bei dem ovx Tier findet man bei der postmenopausalen Frau systemische 
E2-Spiegel, die insbesondere durch eine E2-Produktion des Fettgewebes hervorgerufen 
werden. 
 
1.2.1.2 Östrogensensitive Gewebe    
Die weiblichen Reproduktionsorgane wie Uterus, Vagina und Brustdrüse zählen zu den 
Zielgeweben der Östrogene. Die Aufgabe der Östrogene ist es, reproduktionsassoziierte 
Prozesse zu koordinieren. Östrogene wirken sich auf die Entwicklung der weiblichen 
Geschlechtsorgane fördernd auf deren Wachstum und Differenzierung aus. Die sich 
während des 28-tägigen Menstruationszyklus ändernde Hormonkonzentration wird über 
die Hypothalamisch-gonadal (HPG)-Achse bzw. intraovarielle Mechanismen reguliert. 
Über einen feedback-Mechanismus wird die E2-Bildung kontrolliert, die zur Stimulation 
oder Inhibierung der Bildung des Folikelstimulierenden Hormons (FSH) und des LH führt, 
welche letztendlich die Synthese der Steroidhormone im Ovar steuern (44). In der 
Follikelphase wird unter LH Einfluss Progesteron gebildet, das zu den benachbarten 
Granulosazellen diffundiert. Unter Einwirkung von LH wird es anschließend zu E2 
aromatisiert. 
Generell kann man bei den Geweben zwischen klassischen und nicht klassischen 
Zielgeweben unterscheiden (Tab. 1.1). Die Reproduktionsorgane zählen dabei zu den 
klassischen Geweben. In den weiblichen Reproduktionsorganen scheint der ERα eine 
verhältnismäßig hohe Expression zu haben. Zu den sogenannten nicht klassischen 
Zielgeweben des E2 gehören unter anderem das Fettgewebe und die Leber. Während im 
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Fettgewebe beide Östrogenrezeptorsubtypen α und β exprimiert werden, konnte in der 
Leber nur der ERα nachgewiesen werden.  
 
Tab. 1. 1  Östrogensensitive Gewebe  
Einschließlich gewebespezifischen Verteilungsmuster der beiden Östrogenrezeptoren;  







Ebenfalls zu den sogenannten nicht klassischen Zielgeweben des E2 zählt das 
Fettgewebe. Hemsell et al. waren ein der Ersten, welche die Bedeutung des menschlichen 
Fettgewebes als eine wichtige Quelle der Östrogenproduktion gezeigt haben (46). Daran 
anschließende Arbeiten konnten zeigen, dass es mit zunehmendem Alter zu einer 
progressiven Erhöhung von Androstendion kommt, welches im Fettgewebe zu Östron 
umgewandelt wird (Abb. 1.5). Diese altersbedingte Erhöhung der peripheren 
Östrogenbildung hängt mit dem Anstieg der Aromataseaktivität als auch einem erhöhten 
mRNA-Spiegel der Aromatase im Fettgewebe zusammen. Dies ist wichtig, da die Aktivität 
der Aromatase in erster Linie durch Veränderungen auf Ebene der mRNA reguliert wird 
(47,48). Eine erhöhte extraglanduläre Östrogenbildung bei Adipositas ist allerdings nicht 
auf eine erhöhte Aromatase-Expression zurückzuführen, sondern auf die Tatsache, dass 
eine erhöhte Masse an Fettgewebe vorliegt. Es gibt Hinweise, dass eine erhöhte 
Aromatase-Expression, ausgelöst z. B. durch eine erhöhte Interleukin-6 Konzentration im 
Blut, mit dem Fortschreiten des Alters eintritt (49,50).  
 
1.2.2 Nukleäre Rezeptoren  
Nukleäre Rezeptoren, auch ligandenaktivierte Transkriptionsfaktoren, bilden eine 
Superfamilie von Transkriptionsfaktoren, welche eine wichtige Rolle bei der Entwicklung, 
Differenzierung und Aufrechterhaltung der Kalzium-Homöostase spielen (51–53). Die 
Rezeptoren regulieren spezifisch die Transkription der Zielgene, in dem sie an deren 
Klassisches Zielgewebe Nicht klassisches Zielgewebe 
Ovarien ERα /ERβ Leber ERα 
Uterus ERα /ERβ Fettgewebe ERα /ERβ 
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Promotorbereich auf der DNA, den sogenannten Response Elements binden (54). Diese 
Bindung kann als Monodimer oft aber als Homo- oder Heterodimer erfolgen. Somit 
stellen die nukleären Rezeptoren eine direkte Verbindung zwischen extrazellulären 
hormonellen Signalen und transkriptionellen Antworten her.  
 
1.2.2.1 Östrogenrezeptoren 
Die Östrogenrezeptoren (ER) gehören zu der Superfamilie der nukleären Rezeptoren. Es 
werden zwei Subtypen unterschieden, ERα und ERβ. Unterteilt werden dabei sechs 









modifiziert nach (55)     
 
Die A/B-Domäne ist hinsichtlich ihrer Länge und Sequenz variabel  (55). In dieser Domäne 
befindet sich auch der ligandenunabhängige Transaktivierungsbereich 1 (AF1). Dieser ist 
sowohl in Protein-Protein-Interaktionen (56–58) als auch in die transkriptionelle 
Aktivierung von Zielgenen eingebunden (59). Die DBD, auch C-Domäne genannt, ist stark 
konserviert und besteht aus zwei funktionellen Zink-Finger-Motiven (60). Die beiden 
Zink-Finger-Motive der DBD dienen der Bindung  an die DNA. Zwischen den DBD der 
beiden ER-Subtypen besteht eine Sequenzhomologie von 97 % (61). Die LBD, E-Domäne, 
ist mit der DBD durch eine sogenannte Hinge-Region verbunden. Mittels LBD wird 
zwischen Östrogen-Agonisten, Östrogen-Antagonisten und sogenannten Partialagonisten 
unterschieden. Dabei bewirkt die Bindung des Agonisten die Aktivierung des Rezeptors 
und katalysiert so verschiedene Signalwege. Die LDB ist aus zwölf Helices 
A/B C D E F
A/B C D E F
NH3
NH3 COOH
1 185 251 355 549 595
1 148 214 304 500 530
AF1 DBD LBD AF2
COOHERα
ERβ
Abb. 1. 6 Aufbau und funktionelle Domänen der humanen Östrogenrezeptoren ERα 
und ERβ. 
Ligandenunabhängige Aktivierungsfunktion 1 (AF1); DNA-Bindedomäne (DBD); 
Ligandenbindungsdomäne (LBD); Aktivierungsfunktion2 (AF2). 
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zusammengesetzt und als dreilagiges antiparalleles α-Helix-Sandwichmotiv gefaltet (62). 
Am Ende der LBD befindet sich eine hydrophobe Bindungstasche (63). Bindet ein Ligand, 
kommt es auf die Konformation der terminalen Helix 12 an. Kommt es zu einer Bindung 
eines agonistischen Liganden (E2) wird die Bindungstasche von der Helix 12 bedeckt, 
dadurch können koregulatorische Proteine an der Transaktivierungsfunktion 2 (AF2) 
rekrutiert werden. Bindet allerdings ein antagonistischer Ligand (Fulvestrant) blockiert 
die Helix 12 die AF2, so ist eine Bindung von Kofaktoren nicht möglich. Bei der Bindung 
eines partialagonistischen Liganden (Raloxifen) zwingt dessen Seitenkette die Helix 12 in 
eine Position, welche die AF2 nur teilweise bedecken kann, so es kommt daher nur zu 
einer teilweisen Rekrutierung von Kofaktoren (60,64). Zwischen den beiden LBD von ERα 
und ERβ besteht eine Sequenzhomologie von nur 58 % beim Menschen und nur 55 % bei 
der Ratte. Daher ist die Affinität einiger Substanzen zu den Rezeptoren verschieden hoch 
oder es kommt zu unterschiedlichen transkriptionellen Antworten  (65,66). Die Verteilung 
von ERα und ERβ in den Geweben ist heterogen, so wird primär der ERα im Uterus und 
der ERβ hauptsächlich in den Ovarien von Ratten exprimiert (67–69). Weitere 
metabolische Effekte, die von ERα und ERβ durch E2 vermittelt werden, sind in 









































Direkte E2-Effekte auf die Gewebe
E2-Effekte, vermittelt durch das Nervensystem
Abb. 1. 7 Metabolische Effekte  von ERα und ERβ im weiblichen Organismus 
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Eine Aktivierung des ERα im zentralen Nervensystem (ZNS) vermindert die 
Nahrungsaufnahme und erhöht den Energieverbrauch, was in einer Verringerung des 
Körpergewichtes mündet (70). Zusammenfassend kann man sagen, eine Aktivierung des 
ERα verbessert die Energie- und Glukosehomöostase in verschiedener Weise, wie z. B. 
durch eine Verbesserung der Insulinsensitivität. Für das Fettgewebe konnte gezeigt 
werden, dass eine ERα-Aktivierung die Fettmasse verringert (70). Die Aktivierung des ERβ 
im ZNS vermindert ebenfalls die Nahrungsaufnahme und erhöht den Energieverbrauch, 
was in einem Gewichtsverlust resultiert (70). 
 
1.2.2.1.1 Ligandenabhängige Aktivierung der Östrogenrezeptoren 
Bei der Aktivierung der beiden ER unterscheidet man zwischen einem klassischen 
Wirkmechanismus, welcher über das östrogenresponsive Element (ERE) funktioniert, und 
zwischen alternativen genomischen und nicht-genomischen Wirkmechanismen.  
 
Wirkmechanismus von E2 über das östrogenresponsive Element 
Im inaktiven Zustand liegen die ER-Subtypen im Zytoplasma, wie auch im Nukleus, als 
Monomer vor, sie sind Komplexe aus Rezeptor und rezeptorassoziiertem 
heatshock-Protein (Hsp). Durch die Bindung von E2 an die LBD eines ER-Subtypen kommt 
es zu einer Konformationsänderung, welche die Affinität der Hsp zum Rezeptor 
verringert. Durch den so aktivierten Rezeptor werden die Hsp abgetrennt (71) (Abb. 1.8). 
Der aktivierte E2-ER-Komplex wird phosphorylisiert und diffundiert in den Zellkern. Dort 
dimerisiert er mit einem weiteren aktivierten E2-ER-Komplex, wobei je nach 
Rezeptorbesatz der Zelle Homo- bzw. Heterodimere entstehen. Diese sind nun in der 
Lage, die Transkriptionsrate bestimmter östrogenresponsiver Gene zu verändern. Die 
Mechanismen dafür sind recht vielfältig (Abb. 1.8).   
Zwei aktive E2-ER-Komplexe binden als Dimer an spezifische DNA-Sequenzen im 
Promotorbereich östrogenabhängiger Zielgene an den sogenannten EREs. Unter 
Einbeziehung der zelltypabhängigen Koaktivatoren bzw. Korepressoren findet die 
Aktivierung bzw. Inhibierung der Zielgentranskription statt. Der klassische 
Wirkmechanismus von E2 über ERE ist in Abbildung 1.8 dargestellt.  
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modifiziert nach (72) 
 
Alternative Wege der E2-Wirkmechanismen  
Zusätzlich zu dem sogenannten klassischen Wirkmechanismus des E2 über ERE  können 
die E2-ER-Komplexe auch mit anderen Transkriptionsfaktoren interagieren, die an die DNA 
gebunden sind. Dazu gehört die Regulation der Transkription von Genen, deren 












modifiziert nach (72) 
 
AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor bestehend aus einem heterodimeren Proteinenkomplex 

























Abb. 1. 8 Klassische Wirkmechanismus von E2 über das ERE 
Östrogenrezeptor (ER),   heatshock-Protein (Hsp90), 17β-Östradiol (E2), 
östrogenresponsives Element (ERE) 
Abb. 1. 9 Alternative genomische Wirkmechanismen von E2 über AP-1 bzw. Sp-1 
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Jun/Fos-Komplex (73). Dabei kommt es zu einer verstärkten Bindung des 
Jun/Fos-Komplexes, welches die Expression der nachgeschalteten Gene, wie dem TNFα, 
anregt  (74). 
Ein ebenfalls bekanntes Beispiel für eine indirekte Modulation der Genexpression durch E2 
ist die Interaktion eines aktivierten ERα mit dem Transkriptionsfaktor SP1 (Abb. 1.9)  (75). 
Dabei bindet ein Proteinkomplex aus ER und SP-1 an eine Kombination aus ERE und SP-1 in 
der Promotorregion des Zielgens und reguliert so die Expression verschiedener Gene wie 
c-myc (76) oder des Retinolsäure-Rezeptors  (77). 
 
In Abbildung 1.10 wird eine weitere Möglichkeit dargestellt, wie E2 genregulatorisch 
wirken kann. In diesem Fall interagiert der ERα mit dem NFκB-Komplex (72) und 
verhindert so die Bindung an ein  NFκB responsives Element (NFκB RE) in der DNA. 
Dadurch wird auch die Expression der Zielgene unterdrückt. So inhibiert E2 auf indirektem 











modifiziert nach   (72) 
 
Über die ERE-unabhängigen ligandenabhängigen Wege von AP1, NFκB und SP-1 werden  











Abb. 1. 10 NFκB-Inhibierung durch E2 
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Nicht-genomische Wege der E2-Wirkmechanismen  
Einige physiologische Reaktionen nach einer E2-Stimulation ereignen sich innerhalb 
weniger Minuten. Diese Effekte können nicht auf Veränderungen in der Genexpression 
zurückgeführt werden, sondern sind direkte Interaktionen mit membranständigen 
Rezeptoren. Diese membranständigen Rezeptoren scheinen in der Wirkung ihren 
intrazellulären Pendants ähnlich zu sein (80). Daher wird verstärkt der 
G-Protein-gekoppelte  Rezeptor 30 (GPCR30) diskutiert. Dieser soll in der Lage sein, E2 
spezifisch zu binden und so schnelle nicht-genomische Antworten zu vermitteln (81,82). 
Bekannte Beispiele für solche schnellen E2-vermittelten  Signalweiterleitungen sind die  
Aktivierung von Tyrosinkinasen (83), die  vermehrte Produktion von cAMP (84) aber auch 
die Beeinflussung der MAPK- (85) sowie PI3-Signalwege (86).  
Neuere Studien zeigen allerdings, dass der GPCR30 eher ein Interaktionspartner des ER 
für intrazelluläre Signalweiterleitung ist als ein direkter Rezeptor für Östrogene (87).  
 
1.2.2.1.2 Ligandenunbahängige Aktivierung der Östrogenrezeptoren 
Neben der ligandenabhängigen Aktivierung der beiden ER existiert auch eine 
ligandenunabhängige Aktivierung der ER. Dies geschieht durch eine Interaktion anderer 
Signalkaskaden mit dem ER. Auf diese Art und Weise können die ERs auch bei 
Abwesenheit der Liganden aktiviert werden. Zu dieser Gruppe gehören verschiedene 
Wachstumsfaktoren, Neurotransmitter sowie Substanzen, welche die cAMP-abhängige 
Proteinkinase A aktivieren (88).  
 
1.2.2.1.3 Koregulatoren 
Unter Koregulatoren versteht man zelluläre Faktoren, welche durch Nukleäre Rezeptoren 
rekrutiert werden. Sie fungieren ergänzend als Vermittler der zellulären Antwort auf 
endokrine Signale. Es wird grundsätzlich in Koaktivatoren, Korepressoren und 
Kointegratoren unterschieden (72).  
Als Koaktivatoren bezeichnet man Proteine, welche die  Transkriptionsrate steigern. Dazu 
zählen z. B. die Steroidrezeptor-Koaktivatoren 1 - 3 (SRC1 - SRC3). All diesen Proteinen ist 
eine sogenannte NR-Box gemein, die die primäre Bindestelle für Interaktion mit diversen 
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Koregulatoren darstellt. Die SRC Koaktivatoren sind im Besitz zweier separater 
Transkriptionsaktivierungsdomänen, die an der Rekrutierung weiterer Proteine wie 
Koaktivator-assoziierte  Arginin-Methyltransferase (CARM1) beteiligt sind (72). Weiterhin 
sind SRC1 und SRC3 über eine Histon-Acetyltransferase-Aktivität in der Lage, die DNA zu 
verändern, um so den Zugang der Transkriptionsmaschinerie zu erleichtern (72). 
Kointegratoren sind Proteine, welche nicht selber an die DNA binden, sondern über 
Koregulatoren rekrutiert werden. Dazu zählen unter anderem p300 und 
das CREB Binding Protein (CBP), welche die Transkription durch synergistische 
Einwirkungen  auf den ligandengebundenen ERα fördern (72). 
Korepressoren sind Proteine, die die Transkription hemmen. So zeigen z. B. die Proteine 
RIP140 und Short Heterodimerisation Partner (SHP) eine negative Koregulator-Funktion, 
indem sie in vivo die SRC1 Koaktivatoren antagonisieren. Dabei konkurriert SHP um die 
AF2-Bindestelle, kann aber durch die fehlende DBD die Transkription nicht induzieren 
(89). Es werden weiterhin auch konventionelle Korepressoren wie Silencing Mediator of 
Retinoid and Thyroid Receptors (SMRT) bzw. Nuclear Receptor Corepressor (N-CoR) 
beschrieben. In Anwesenheit eines antagonistischen Liganden binden diese 
konventionellen Korepressoren an den ERα, um im Anschluss daran über eine  
Histon-Deacetylase-Aktivität den Zugang der Transkriptionsmaschinerie zur DNA 
zu erschweren (90).  
 
1.3 Östrogendefizienz  
Ein Mangel an E2 wirkt sich auf den gesamten Organismus aus, da, wie in Kapitel 1.2.1.2 
bereits beschrieben, Östrogene wichtige Funktionen in den meisten Organsystemen 
haben. Eine natürliche Östrogendefizienz stellt dabei die Menopause im Menschen dar 
(Kapitel 1.3.1). Daneben gibt es noch die Möglichkeiten künstlich erzeugter 
Östrogendefizienz im Tiermodell, wie z. B. die Ovariektomie (Kapitel 1.3.2) oder das 
Entfernen eines Genes, welches für die Synthese von Aromatase verantwortlich ist 
(Kapitel 1.3.2). Eine weitere Möglichkeit, eine Östrogendefizienz im Tiermodell zu 
erzeugen, ist das Entfernen der Östrogenrezeptoren, wodurch für das E2 keine 
Möglichkeit mehr besteht einen E2-ER-Komplex einzugehen.  
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1.3.1 Menopause  
Die Menopause ist das Resultat der Östrogendefizienz. Den Verlauf des Verlustes der 
Östrogenproduktion kann man in vier größere sich überlappende Abschnitte einteilen 
(Abb. 1.11). Den ersten Abschnitt im Verlauf des Verlustes der Östrogenproduktion bildet 
die Prämenopause. Sie beginnt unauffällig oft um das 35. Lebensjahr und ist 
gekennzeichnet durch eine Verringerung der reproduktiven Hormone. An diese Phase 
schließt die Perimenopause an, hier findet im eigentlichen Sinne die hormonelle 
Veränderung statt. In die Perimenopause eingebettet liegt der Zeitpunkt der Menopause, 
bei der die letzte ovariell gesteuerte Menstruation stattfindet, was nur retrospektiv 
festgestellt werden kann. In dieser Phase treten die klassischen Symptome der 
Menopause wie Hitzewallung und Gemütsschwankungen auf. Das permanente 
Ausbleiben der Menstruation resultiert aus dem Verlust der ovariellen follikulären 
Aktivität. E2 und FSH werden oft als indirekte Marker zur Bestimmung des 
postmenopausalen Status verwendet, sie gelten aber als ungenau, da beide Werte in der 











Der Zeitpunkt der Menopause kann erst dann definiert werden, wenn zwölf Monate nach 
der letzten spontanen Menstruation vergangen sind. Abgeschlossen wird dieser Prozess 
von der Postmenopause.  Diese ist gekennzeichnet durch Symptome, die erst nach einer 






Abb. 1. 11 Verlauf der Menopause 
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1.3.1.1 Zusammenhang Metabolisches Syndrom und Menopause 
Obwohl das MetS hauptsächlich aus Erkrankungen des Glukose- und Fettstoffwechsels 
besteht, gibt es überzeugende Hinweise auf eine Verbindung zum Östrogenspiegel (92). 
Dabei spielt die Ansammlung abdominellen Fettgewebes eine wichtige Rolle. Es ist 
bekannt, dass nach der Menopause das abdominelle Fettgewebe auf ein Niveau 
vergleichbar dem der Männer ansteigen kann. Die Menopause bildet einen Übergang, der 
assoziiert ist, mit einer signifikanten Gewichtszunahme von im Schnitt 2-2,5 kg über einen 
Zeitraum von drei Jahren (93). Ferner wurden bei postmenopausalen Frauen eine erhöhte 
Fettmasse nachgewiesen, wie auch ein erhöhter Serum-Leptinspiegel (94). Dadurch 
steigt auch das Risiko für Frauen nach der Menopause an KHK zu erkranken (95,96). 
Darüber hinaus neigen Frauen in der Postmenopause zu einer erhöhten Prävalenz für 
Bluthochdruck und Diabetes Mellitus Typ2, verglichen mit dem Risiko, welches sich für 
Frauen in der Perimenopause nachweisen ließ. In den USA sind ca. 40 % aller 
postmenopausalen Frauen von den Symptomen des MetS betroffen (97). Mehr oder 
weniger lässt sich aber sagen, mit der Menopause verschlechtert sich das metabolische 
Profil, was aber unabhängig vom chronologischen Altern ist (93,95).  
Das Fettgewebe ist die wichtigste Quelle für Östradiol bei Frauen nach der Menopause 
(98). Wie in Kapitel 1.4 noch ausführlicher beschrieben wird, ist das Enzym Aromatase ein 
Katalysator der Östrogenbiosynthese im Fettgewebe. In postmenopausalen Frauen steht 
der zirkulierende Östrogenspiegel linear im Zusammenhang zu Adipositas, das heißt, je 
adipöser eine postmenopausale Frau ist, desto höher ist ihr Östrogenspiegel (99). Diese 
Korrelation von Gewichtszunahme und dadurch erhöhte Aromataseaktivität lässt das 
Risiko für Brustkrebs stark ansteigen (100).  
 
1.3.2 Experimentelle Modelle für Östrogenprüfung 
Zur Prüfung von Substanzen auf ihre Östrogenität werden unterschiedliche Modelle 
verwendet. Zwei Modelle, die im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden, werden im 
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Uterotropher Assay  
Der uterotrophe Assay gehört zu den etablierten in vivo Tests, welcher zur Prüfung eines 
östrogenen Potentials herangezogen wird. Für diesen Assay liegt eine Vielzahl an 
Protokollen vor, am häufigsten wird aber die der Organisation for Economic Co-operation 
and Development (OECD) verwendet (101,102). Je nach Fragestellung werden 
ovariektomierte adulte weibliche Tiere, immature Tiere oder gendefekte Tiere 
verwendet. Allen Tieren ist es somit nicht möglich, während der Behandlungszeit 
Östrogen selbst zu synthetisieren. Den adulten weiblichen Tieren werden die Ovarien 
entfernt und somit die primäre Östrogenquelle. Als Kontrolle dienen adulte weibliche 
Tiere, die nicht der Ovariektomie unterzogen werden, es findet eine 
Schein-(sham)Operation statt. Nach einer 14-tägigen Erholungs- und Hormon-
Deprivationsphase beginnt die Behandlung. Die Applikation der Behandlungssubstanz 
kann oral oder subkutan erfolgen und findet an drei aufeinanderfolgenden Tagen, jeweils 
im Abstand von 24 Stunden statt. Am vierten Tag wird die Sektion durchgeführt.  
Erfolgt im Anschluss an die Ovariektomie eine Exposition mit E2, kann im ovx Tier eine 
Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes beobachtet werden. Diese Gewichtszunahme 
resultiert aus Wassereinlagerungen. Bisher ist ungeklärt warum dieser Test auch in 
juvenilen Tier funktioniert.  
 
Aromatase-Mangel  
Zusätzlich zum natürlichen Verlust der Östrogenproduktion (Menopause) und dem 
Verlust durch einen chirurgischen Eingriff (ovx) kann eine Östrogendefizienz auch durch 
den Mangel oder das Nichtvorhandensein von Aromatase hervorgerufen werden. 
Aromatase ist das Schlüsselenzym für die Biosynthese von Östradiol. Deshalb ist die 
Entfernung des Aromatase-Gens Cyp19A1 eine weitere Möglichkeit, eine 
Östrogendefizienz zu erzeugen, wie dies z. B. in der Aromatase-knockout-Maus 
geschehen ist (103,104). Aromatasedefizienz ist beim Menschen eine seltene autosomal 
rezessiv vererbte Krankheit (105,106). Sie beruht auf verschiedenen Mutationen in der 
kodierenden Region des Cyp19A1-Gens, was in einer Östrogendefizienz resultiert.  Solch 
eine Mutation im Menschen wurde erstmalig 1995 beschrieben. Dabei konnte gezeigt 
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werden, dass durch den Überschuss an Androgenen unter anderem das Altern des 
Knochens verzögert wird (107).  
 
1.4 Aromatase  
Aromatase ist ein Enzym, welches die Östrogen-Biosynthese katalysiert (Abb. 1.5)  (108). 
Es gehört zu der Cytochrom P450-Enzymgruppe und ist der einzige Vertreter der 
sogenannten Gruppe Cyp19 (109). Das Hämprotein ermöglicht eine Bindung des C19 
androgenen Steroidsubstrats und katalysiert eine Reihe von Reaktionen, welche zur 
charakteristischen Bildung des phenolischen Rings A in E2 beitragen. Das humane 
CYP19 Gen wurde vor ein paar Jahren geklont (110), es konnte dabei gezeigt werden, dass 
die kodierende Region neun Exons umspannt, beginnend mit Exon zwei.  
Durch den Einfluss gewebespezifischer Transkriptionsfaktoren wird die Transkription der 
Aromatase-RNA an unterschiedlichen Stellen initiiert. Dafür finden sich verschiedene 
Aromatase-Genpromotoren (Abb. 1.12). 
Für das humane Aromatase-Gen befindet sich die ATG-Translations-Startseite im 
kodierenden Exon II (111). Aufsteigend liegen auf dem Gen verschiedene Promotoren. Der 
proximal liegende Promotor II ist der gonadenspezifische Promotor und der Promotor I.3 

























Abb. 1. 12 Aromatase-Gen (Cyp19) 
Die Expression des Aromatase-Gens wird gewebespezifisch von Promotoren reguliert.  
(1) Coding Region; (2) Coding Exon II; (3) Coding Exon X 
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Die ovarielle Expression von Aromatase wird vornehmlich vom FSH-Rezeptor, der 
cAMP-Produktion und der Aktivierung des proximalen Promotors II vermittelt (112). 
Männer wie auch postmenopausale Frauen produzieren allerdings E2 durch Aromatase in 












modifiziert nach (111) 
   
 
1.4.1 Die Aromatase-knockout-Maus 
Unabhängig voneinander wurde durch Fisher et al. und Toda et al. das 
Aromatase-knockout (ArKO)-Mausmodell erzeugt. Dieses Mausmodell zeigt Defekte 
durch Östrogendefizienz, welche durch das Entfernen des Cyp19, Aromatase-Gen, 
hervorgerufen werden (103,104). Für die Entwicklung des ArKO-Mausmodelles wurde der 
inbred-Mausstrang C57Black/6J/J129 verwendet. Diesem Mausstamm wurde das Exon 9, 
ein hoch konserviertes und wichtiges Exon, auf dem Cyp19-Gen, gezielt zerstört (103). 
Durch das Zerstören des Aromatase-Gens zeigen sich in dem Mausmodell klassische 
Anzeichen einer Östrogendefizienz. Der wichtigste Phänotyp der ArKO-Maus ist der 
Verlust der Fertilität für beide Geschlechter. Für die weiblichen ArKO-Mäuse liegt dies 
unter anderem daran, dass die Follikelreifung unterbrochen wird und es so keine 







Abb. 1. 13 Physiologische Regulation der Aromatase Expression  
Kombination aus Glukokortikoid und eines Klasse 1 Cytokins induzieren die Aromatase 
Expression im Fettgewebe über den Promotor I.4. STAT-3 und Glukokortikoid Rezeptor 
(GR) binden an den Promotor I.4, um die Aromatase Expression zu vermitteln. 
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Funktion der HPG-Achse gestört (103). Dadurch sind die Grundspiegel von LH und FSH im 
Serum der ArKO-Maus erhöht und bleiben auch im Alter auf diesem Level, verglichen mit 
der Wildtyp (WT)-Maus (103,113). Die ArKO-Maus weist keinen Vaginalzyklus, Indikator für 
den Östrus, auf. Sie verbleibt dadurch dauerhaft in der Phase von Diöstrus und Proöstrus 
(103). Weiter ist der Uterus der ArKO-Mäuse, bedingt durch das fehlende E2, deutlich 
unterentwickelt. Das Uterusfeuchtgewicht der ArKO-Mäuse beträgt lediglich 40 % von 
dem der WT-Mäuse (103,113,114). Weitere Anzeichen sind zum einen eine signifikante 
Zunahme des Körpergewichtes, was das Resultat einer exzessiven Akkumulation an 
Fettgewebe ist (Abb. 1.14) (115,116). Zusätzlich zu der in den Mäusen bestehenden 
Adipositas konnte eine Hypercholesterinämie festgestellt werden. Das Serumlipid-Profil 
in ArKO-Mäusen verändert sich mit zunehmendem Alter dahingehend, dass beide 
Geschlechter erhöhte Cholesterinwerte und einen signifikant erhöhten 
Serumleptin-Spiegel aufweisen (116).  
Ein Teil der phänotypischen Veränderungen ist durch eine Behandlung mit E2 reversibel, 
die Fertilität ist aber nicht wieder herzustellen (104). 
Während in Mäusen und Menschen bisher nur ein Cyp19-Gen beschrieben wurde, konnten 
in Knochenfischen hingegen zwei funktionelle Formen des Aromatase-Gens 
nachgewiesen werden (117). Eine Aromataseaktivität wurde in vielen Geweben des 













Abb. 1. 14 Aromatase knockout (ArKO)-Maus im Vergleich zur Wildtyp (WT)-Maus 
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Ab der 12. - 14. Lebenswoche entwickelt die ArKO-Maus eine progressive Stammfettsucht 
(119). MRT-Daten zeigten, dass die weiblichen ArKO-Mäuse drei bis viermal mehr Fett 
aufweisen als die WT-Mäuse. Ebenfalls erhöht ist der Serumleptin-Spiegel, dabei konnte in 
weiblichen ArKO-Tieren dreimal mehr zirkulierendes Leptin nachgewiesen werden als in 
den weiblichen WT-Tieren. Alle bisher erhobenen Daten liegen im Einklang mit dem Grad 
einer Adipositas. Eine Messung des Seruminsulins zeigte, dass die ArKO-Mäuse beginnen 
eine Hyperinsulinämie zu entwickeln (116). Die Serumglukose-Spiegel allerdings bleiben in 
einem Gleichgewicht, was darauf hinweist, dass die Tiere keinen vollständigen 
Diabetes mellitus Typ 2 entwickeln. Trotz der ausgeprägten Adipositas zeigte das 
Körpergewicht insgesamt keinen so dramatischen Anstieg wie er für das Fett beobachtet 
wurde. Begründet wird dies von Simpson et al. damit, dass die fettfreien Körpermassen, 
wie zum Beispiel die Muskelmasse, an Gewicht verlieren (119). Anhand von Studien das 
Energie-Gleichgewicht betreffend konnte gezeigt werden, es gibt keine Änderung des 
Ruheenergieumsatzes oder der Fettoxidation. Allerdings kam es zu einer 50%igen 
Reduktion der Glukoseoxidation als auch zu einem Rückgang der Bewegungsaktivität der 
Tiere (119).  
Zusätzlich zu all den beschriebenen Veränderungen wurde auch ein verringertes 
Hirngewicht bei der ArKO-Maus festgestellt, was aus 30 % weniger Neuronen im frontalen 
Cortex resultiert (120).  
 
1.5 Exogene Liganden der Östrogenrezeptoren  
Östrogenrezeptoren können zusätzlich zu den humanen endogenen Östrogenen auch 
mit Xenoöstrogenen interagieren. Xenoöstrogene können eine östrogene oder 
antiöstrogene Wirkung im Organismus auslösen. Man teilt Xenoöstrogene in diverse 
Untergruppen ein (Abb. 1.15). Dabei unterscheidet man zwischen synthetischen 
Östrogenen und natürlichen Östrogenen. Synthetische Östrogene finden ihren Einsatz als 
Therapeutika bei hormonbedingten Krankheiten oder bei der Empfängnisverhütung. 
Vertreter dieser Gruppe sind Diethylstilbestrol (DES), Ethinylöstradiol und Mestranol.  
Es gibt allerdings auch synthetische Östrogene, die eine nicht beabsichtigte östrogene 
Wirkung auf Mensch und Tier ausüben. Substanzen, die solche ungewollten negativen 
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Effekte auf das Hormonsystem besitzen, werden als endokrin wirksame Substanzen 
(EDCs) oder auch endokrine Disruptoren bezeichnet. Zu solchen endokrinen Disruptoren 
zählen Dichlordiphenyltrichlorethan (DDT) und Polychlorierte Biphenyle (PCB).  
Natürliche Östrogene wiederum teilen sich in Phytoöstrogene und Mycoöstrogene auf. 
Lignane (Secisolarciresinol) und Flavonoide gehören in die Gruppe der Phytoöstrogene. 
Wobei die Flavonoide letztendlich in Isoflavone (121) (Bsp. Genistein),  Coumestane 













1.5.1 Phytoöstrogene  
Phytoöstrogene sind sekundäre Pflanzenstoffe, zu denen, wie in Abbildung 1.20 zu sehen 
ist, Flavonoide und Lignane gehören. Im chemischen Sinne sind sie keine Östrogene 
obwohl sie eine funktionelle Ähnlichkeit zu endogenen Östrogenen aufweisen. Vielmehr 
sind es polyphenolische Substanzen nicht steroidaler Struktur. Ihre strukturelle 
Ähnlichkeit ermöglicht es, an die Östrogenrezeptoren zu binden und dadurch östrogene 
oder antiöstrogene Effekte auszulösen.  
Durch tierexperimentelle Studien konnte gezeigt werden, dass die östrogenähnlichen 
Effekte der Phytoöstrogene das Wachstum des weiblichen Genitaltraktes stimulieren wie 










Abb. 1. 15 Einteilung von Östrogenen 
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Bekannte Vertreter aus der Gruppe der Phytoöstrogene sind das Soja-Isoflavonoid 
Genistein und das aus der Hopfenpflanze stammende 8-Prenylnaringenin (126). 
Isoflavonoide findet man vorwiegend in Leguminosen, besonders hohe Menge konnten 
in der Sojabohne nachgewiesen werden. Die beiden Hauptvertreter dabei sind Genistein 
und Daidzein, die in Form ihrer Glykoside Genistin und Daidzin in einem Verhältnis 5:4 in 
der Sojabohne vorliegen. Sie zählen auch zu den am besten charakterisierten 
Isoflavonoiden. 8-PN gehört zur Gruppe der prenylierten Flavonoide, welche man in den 
Gattungen Citrus und Humulus lupulus vorfindet. Die relative Bindungsaffinität der 
Phytoöstrogene zu den Östrogenrezeptoren ist für jede Substanz spezifisch (Tab. 1.2) 
(39).  
Die Bindungsaffinität von 17β-Östradiol zu ERα und ERβ wird hierbei auf 100 % gesetzt. 
Das Soja-Isoflavonoid Genistein hingegen bindet mit einer höheren Affinität zu ERβ als zu 
ERα (39). Auch Coumestrol bindet deutlich besser an der ERβ als an ERα.  
 









Genistein (Abb. 1.16) ist ein natürliches Isoflavonoid, welches in einer Vielzahl Pflanzen 
vorkommt, wie in der Sojabohne und im Rotklee. Es bindet mit einer unterschiedlichen 
Affinität an die Östrogenrezeptoren α und β (43). Dem Genistein können fördernde 
Effekte auf verschiedene Gewebe als Phytoöstrogen und als spezifischer 
Tyrosin-Kinase-Inhibitor nachgewiesen werden (128). Ebenso zeigt Genistein ein sich klar 
vom Östradiol unterscheidendes Wirkprofil auf. Genistein aktiviert direkt die Zellfunktion 






17β- Östradiol (43) 100 100 
Raloxifen (39) 69 16 
Genistein (127)  4 87 
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Genistein induzierte PKA-Aktivierung sorgt für eine erhöhte Stickstoffoxid-Synthese und 
verbessert so die vaskulare endotheliale Zellfunktion (130). Es zeigt sich weiterhin, dass 
Genistein eine dosisabhängige (5 - 200 mg/kg/Tag) anti-fettbildende Wirkung hat (131). 
Eine Verringerung des Fettgewebes stellte sich bei den weiblichen Mäusen allerdings erst 
bei einer oral verabreichten pharmakologischen Dosis (200 mg/kg/Tag) ein. Der Einsatz 
ernähungsrelevanter Dosen (0,05 - 50 mg/kg) von Genistein resultierte in einer leichten 
Zunahme des Fettgewebes und einer milden peripheren Insulinresistenz. Es konnte bei 
lebenslang erhöhtem Genuss genisteinreicher Nahrung eine verringerte Inzidenz zum 
MetS und Brustkrebs festgestellt werden (132). So zeigt sich bei Asiatinnen, die eine 
deutlich höhere Menge an Soja-Produkten zu sich nehmen, eine erhöhte 









Über die Wirkung des Genistein auf menopausale Beschwerden ist das Datenmaterial 
sehr widersprüchlich. Eine Aufnahme von 30 mg/Tag von Soja-Isoflavonen (oder 
zumindest 15 mg Genistein) reduziert z. B. Hitzewallungen um bis zu 50 % (134). Für 
Genistein konnten geringfügige positive Effekte auf den Erhalt der Knochendichte 
gezeigt werden (135–138).  
 
8-Prenylnaringenin 
8-PN (Abb. 1.17) gehört zu einem der wirksamsten Phytoöstrogene. Es ist in den 
weiblichen Blüten des Hopfens zu finden und kann auch im Bier nachgewiesen werden 
(139). Mittels eines Rezeptorbindungsassays wurde eine Östrogenität in vitro für 8-PN 





Abb. 1. 16  Strukturformel von Genistein 
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einer Konzentration von 10-10 mol/L und 8-PN mit einer Dosis vom 10-7 mol/L verwendet 
wurde, konnten vergleichbare Wirkungen auf den Uterus als auch auf die Knochendichte 
nachgewiesen werden (140). Zum Nachweis eines uterotrophen Effektes von 8-PN bei 
Mäusen braucht man lediglich eine 10-fach niedrigere Dosis verglichen mit Genistein (142). 
Bei Genexpressionsanalysen zeigte sich eine östrogenabhängige Regulation der Gene 
ERα und Clusterin, allerdings war die Dimension der Regulation geringer im Vergleich zu 
E2-behandelten Tieren (143). Für 8-PN konnte bisher keine organselektive Wirkung 
nachgewiesen werden. Gezeigt werden konnte aber, dass 8-PN seine Wirkung primär 
über den ERα vermittelt (144). Therapeutisch wird 8-PN zur Behandlung von 
menopausalen Beschwerden vorgeschlagen, da es auf den Erhalt der Knochendichte 









  Phytoöstrogene in der Nahrung 
Die westliche Ernährung ist geprägt von einem hohen Fett- und Fleischkonsum, 
wohingegen die traditionelle asiatische Ernährung auf pflanzlichen Lebensmitteln basiert 
die ballaststoffreich sind. Das bekannteste Lebensmittel ist in dem Zusammenhang die 
Sojabohne, aus dem Produkte wie Tofu, Tempeh oder die Miso-Suppe verzehrt werden. 
Von anderen Lebensmitteln unterscheidet sich die Sojabohne durch ihren vergleichsweise 
hohen Gehalt an Phytoöstrogene (147). 
Die in pflanzlichen Lebensmitteln befindlichen Isoflavonoide Genistein und Daidzein 
liegen überwiegend als Glykoside vor (148,149). Sie sind kovalent an Zucker, wie Glukose 
oder Galaktose, gebunden. Die genauen Resorptionswege der Glykoside werden zurzeit 





Abb. 1. 17 Strukturformel von 8-PN 
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Vielzahl an Faktoren und aus diesem Grund sehr individuell. So spielt neben der 
Mikroflora und der Aufenthaltsdauer im Darmtrakt auch das Geschlecht eine Rolle. 




Selektive-Östrogenrezeptor-Modulatoren (SERM) sind synthetische Verbindungen, deren 
Wirkung über die Östrogenrezeptoren vermittelt wird (152). Unter den sogenannten 
SERM-Eigenschaften versteht man selektive, organspezifische und östrogenähnliche 
Wirkeigenschaften (153). Diese Eigenschaften sind im Gegensatz zu dem natürlichen 
Liganden Östradiol nicht generalisiert. Sie unterscheiden sich zu den Östrogenen darin, 
dass sie über keine Steroidstruktur verfügen. Weiterhin gibt es noch sogenannte 
Phyto-SERMs, deren Wirkstoff aus einer botanischen Quelle stammt. Bekanntester 
Vertreter dafür ist das Sojaderivat DT56a, welches zur Behandlung von 
postmenopausalen Beschwerden verwendet wird (154,155). SERMs haben teilweise 
agonistische bzw. antagonistische Eigenschaften, dies hängt unter anderem von der 
Struktur des SERMs ab. In Studien konnte gezeigt werden, dass die partielle 
Agonist/Antagonist-Eigenschaft davon abhängig ist, welche assoziierten Koregulatoren 
gebunden werden, wenn eine Rezeptor-Liganden-Interaktion erfolgt (152). So spielt das 
Verhältnis Koaktivator zu Korepressor in den verschiedenen Zelltypen eine wichtige Rolle. 
Die unterschiedliche Wirkungsweise der SERMs in den Geweben wird unter anderem 
auch dadurch hervorgerufen, da hier eine spezielle ligandenabhängige Konformation der 
LBD der Östrogenrezeptoren hervorgerufen wird. Was darin resultiert, dass nur gewisse 
gewebespezifische Kofaktoren binden können.  
 
Raloxifen 
Raloxifen ist ein Benzothiophen-Derivat (Abb. 1.18), nicht steroidal und gilt als eines der 
ersten synthetisierten SERMs (156,157). Es weist eine ähnliche Bindungsaffinität zu den ER 
auf wie 17α-Östradiol.  
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Dem Raloxifen konnten östrogene Eigenschaften nachgewiesen werden, welches sich 
positiv auf die Knochendichte postmenopausaler Frauen auswirkt (158). Eine 
östrogen-induzierte Proliferation wird im Brustgewebe wie auch im Uterus von Raloxifen 
nicht stimuliert eher inhibiert. Mit einer Risikominimierung für Brustkrebs und 
Wirbelfrakturen aber einem ausbleibenden protektiven Einfluss auf das Risiko einer KHK 
zeigt Raloxifen die typischen Eigenschaften eines SERMs (159,160). Studien haben 
gezeigt, Raloxifen ist in der Lage, den Serum-Gesamt-Spiegel wie auch den 
LDL-Cholesterin-Spiegel zu senken ähnlich wie Östradiol. Davon Ausgenommen sind 
allerdings das Serum-Triglyzerid und das C-reaktive Protein. Weiterhin konnte auch nicht 
gezeigt werden, dass durch eine Raloxifenbehandlung sich das Risiko für eine 









1.5.3 Das Antiöstrogen Fulvestrant  
Fulvestrant ist ein reines Antiöstrogen. Im Gegensatz zu Raloxifen und Tamoxifen handelt 
es sich bei Fulvestrant um ein Steroid (Abb. 1.19). Es findet Verwendung bei der 























Abb. 1. 18 Strukturformel von Raloxifen 
Abb. 1. 19 Strukturformel von Fulvestrant 
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Bindet Fulvestrant an die LBD des Östrogenrezeptors, so wird die Dimerisierung des 
ER-Liganden-Komplexes blockiert wie auch die Translokation in den Kern. Die Bindung an 
das ERE bleibt aus, da die Koaktivatoren an ihrer Bindung gehindert werden (Kap. 1.2.2.1). 
Dies resultiert in einer verhinderten Regulation von östrogensensitiven Genen.  
 
1.6 Überblick über die Gene, deren Expression untersucht wurde 
Die in der vorliegenden Arbeit auf ihr Expressionsmuster untersuchten Gene lassen sich in 
drei große Gruppen einteilen (Tab. 1.3 - 1.5). Alle in den folgenden Abschnitten 
verwendeten Gen-Abkürzungen wurden nach den Richtlinien der „Guidelines for 
Nomenclature of Genes“ verwendet (162). Die erste Gruppe umfasste Gene, die als 
Indikatoren für östrogene Wirksamkeit (Kap. 1.5.1) gelten. In der zweiten Gruppe wurden 
die Gene zusammengefasst, die mit dem MetS in Verbindung gebracht werden 
(Kap. 1.5.2). Gene, die eine Verbindung zwischen MetS und Östrogendefizienz darstellen, 
wurden in der dritten Gruppe zusammengefasst (Kap. 1.5.3). 
 
1.6.1 Indikatoren für östrogene Responsivität 
Die erste Gruppe bilden die Gene, welche bekannt dafür sind, östrogenabhängig in ihrer 
Expression reguliert zu werden (Tab. 1.3). Die beiden Östrogenrezeptoren Esr1 und Esr2 
spielen nicht nur eine wichtige Rolle im Mechanismus der östrogenen Wirkung, sie sind 
gleichzeitig Gene, deren Expression durch E2 reguliert wird. Im Uterus ist die relative 
mRNA-Expression von Esr1 und Esr2 nach E2-Behandlung verringert, was die Expression 
anderer östrogenregulierter Gene ebenfalls schwächen kann (163). 
Der Progesteron Rezeptor (Pgr) vermittelt hauptsächlich die Wirkung des 
Steroidhormons Progesteron. Der Promotor des Pgr zeigt kein palindromisches ERE, 
trotzdem unterliegt die Regulation der Transkription des Pgr der Kontrolle des E2. In 
tierexperimentellen Studien wurde gezeigt, dass die Proteinkonzentration des PGR zwar 
während des Zeitraums der Untersuchung anstieg, die mRNA-Expression aber nach 24 h 
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Tab. 1. 3 Östrogenresponsive Gene, die mittels real-time-PCR untersucht wurden 
 
Die Expression des Gens Lactoferrin (Ltf) reagiert besonders empfindlich auf E2 im Uterus 
der Maus. Bisher gibt es keine Beweise, dass die mRNA des Ltf durch E2 in anderen 
Geweben als dem weiblichen Genitaltrakt geregelt wird (165).  
Für Clusterin (Clu) wurde eine östrogene Regulation im Endometrium nachgewiesen 
(166). Beim Menschen wie auch bei Mäusen konnten zu verschiedenen Zeitpunkten des 
Zyklus unterschiedlich hohe Expressionen des Clu nachgewiesen werden (167). 
 
1.6.2 Ausgewählte Gene, die im Zusammenhang mit dem MetS unterschiedlich 
reguliert werden 
In der zweiten Gruppe sind die Gene zusammengefasst, die eine Verbindung zur 
Pathogenese des MetS haben (Tab. 1.4). 
Bekannte Markergene des MetS sind unter anderem Leptin (Lep), der Leptin Rezeptor 
(Lepr) und der Insulin Rezeptor (Insr). Leptin, als Produkt des ob-Gens, reguliert die 
Nahrungsaufnahme, die Insulinaktion sowie die Thermogenese (168), (169). 
Der Leptin Rezeptor (ob-Rezeptor) gehört zu den class-1-cytokine Rezeptoren und stellt 
den Rezeptor für das fettzellspezifische Hormon Leptin dar. Es existieren ca. fünf 
Isoformen des Leptin Rezeptors, wobei aber nur die Spleißvariante LEPRb in der Lage ist, 
die Wirkung des Leptins zu vermitteln (170). Hauptsächlich wird der Lepr im 
Genname Gen Funktion 
Östrogenrezeptor-α Esr1  endogener Rezeptor für östrogene Liganden  
Östrogenrezeptor-β Esr2 endogener Rezeptor für östrogene Liganden  
Progesteron Rezeptor Pgr 
endogener Rezeptor für Gestagene;       
Östrogenitätsmarker   
Lactoferrin Ltf 
sensitives Markergen für östrogeninduzierte 
Antworten 
Clusterin Clu 
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Hypothalamus exprimiert, er wurde aber auch im Fettgewebe  (171) und im Ovar  (172)  
nachgewiesen.  
 
Tab. 1. 4 Gene mit Bezug zum  MetS, die mittels real-time-PCR untersucht wurden 
 
 
Der Insulin Rezeptor ist ein Membranprotein, welches Insulin bindet. Besonders stark 
wird der Insr in den Leber- und Fettzellen exprimiert. Während der 
Adipozytendifferenzierung erhöht sich die Zahl der Insulin-Rezeptoren (173).  
Der Glukosetransporter-4 (Glut4) vermittelt den Insulin regulierten Glukosetransport in 
die Zelle (Abb. 1.20). Die Anzahl der Glut 4 in der Membran wird durch die Wirkung des 






Genname Gen Funktion 
Leptin Lep Überexpression im MetS 
Leptin Rezeptor Lepr 
Rezeptor für fettzellspezifisches Hormon 
Leptin 
Insulin Rezeptor Insr 
stimuliert durch Insulin intrazelluläre 
Signalkaskaden 
insulin-induced gene 1 Insig1 von Insulin reguliert 




Beteiligt an der Regulation des 
Cholesterinstoffwechsels 
Glucosetransporter-4 Glut4 















modifiziert nach (175) 
 
Die Expression der  insulin-induced-Gene (Insig1 und Insig2) wird durch verschiedene 
Effektoren reguliert. Oxysterole neigen dazu, die Expression des Insig1 zu mindern, 
während eine erhöhte Expression des Insig1 bei cholesterinreichen Substanzen vorliegt 
(176). Ungesättigte Fettsäuren stabilisieren Insig1 ohne dabei in die Ubiquitinierung 
einzugreifen (177).  
Eine Gewichtszunahme kann Hormone freisetzen, welche die Expression von 
Sterol regulatory element-binding protein (SREBP), Insig1 und Insig2 hervorrufen (178). Der 
SREBP ist am Cholesterinstoffwechsel beteiligt (Abb. 1.21). Kommt es zu einem Abfall der 
Cholesterinkonzentration ist SREBP in der Lage, andere Gene hoch zu regulieren und 
damit eine erhöhte Aufnahme als auch Synthese von Cholesterin zu bewirken, um so das 
Gleichgewicht wieder herzustellen (179). Dazu spaltet der membrane bound transcription 
factor protease, site 1 (MBTPS1) die SREBPs proteolytisch und aktiviert sie so zu 
Transkriptionsfaktoren. Diese steigern anschließend im Zellkern die Transkriptionsrate 
mehrerer Gene. Damit kommt es zu einer gesteigerten Cholesterinsynthese und zwar so 
lange bis Cholesterin sich an SREBP-cleavage activating protein (SCAP) bindet. Dadurch 
löst sich der SCAP-SREBP-Komplex und die Bildung von Cholesterin wird gehemmt    
(180). Für SREBP werden zwei Isoformen unterschieden, SERBP1c ist beteiligt an der 














Abb. 1. 20 vereinfachte Darstellung  der Interaktion Insulin Rezeptors und GLUT4 
Einleitung 
 
















modifiziert nach (183) 
  
 
1.6.3 Ausgewählte Gene, die eine Verbindung zwischen MetS und Östrogendefizienz 
darstellen 
In der dritten Gruppe werden die Gene zusammengefasst, die eine Verbindung zwischen 
dem MetS und der Östrogendefizienz herstellen (Tab. 1.6). 
Der Peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (Pparg) ist ein Modulator der 
Leptinproduktion. Es wird angenommen, dass erhöhte Fettsäure-Spiegel bzw. 
Fettsäure-Metabolite den Pparg aktivieren und zur Adipogenese stimulieren (184). Gene, 
die durch Pparg aktiviert werden, stimulieren die Lipidaufnahme der Fettzellen (185). 
PPARg wird hauptsächlich in Fettzellen exprimiert und durch CCAAT/enhancer-binding-
















Abb. 1. 21 SREBP Zyklus der Cholesterin-Regulation  
Bei hohem Cholesterinspiegel wird SREBP im Endoplasmatischen Retikulum (ER) 
abgesondert, bildet einen Komplex mit SCAP und ER-verankerten-Insigs. Erst die Bindung 
von SCAP an Cholesterin ermöglicht die Bindung von SCAP an Insigs. Nach der Abspaltung 
von Cholesterin trennt sich SCAP ebenfalls von den Insigs. Durch einen vesikulären 
Transport gelangt der SCAP-SREBP-Komplex in den Golgi-Apparat (Golgi), es folgt eine 
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Tab. 1. 5 Gene, die eine Verbindung zwischen MetS und Östrogendefizienz darstellen, die 
mittels real-time -PCR untersucht wurden 
 
 
Ursprünglich ging man davon aus, dass der Tumor-Nekrose-Faktor α (Tnfa) primär von 
Makrophagen exprimiert wird, es konnte aber gezeigt werden, dass Tnfa auch in 
Fettzellen exprimiert wird (166). Tnfa reguliert eine Vielzahl von Prozessen in 
verschiedenen Organen, oft ist ein Synergismus mit Interleukin-6 (Il6) zu beobachten. Zu 
solchen Vorgängen gehört eine erhöhte Insulinresistenz, die durch eine 
iNOS down-Regulation hervorgerufen wird (188), wie auch eine Minderung des Appetits  
(167). Östrogen verringert die Expression von Tnfa durch eine Blockierung der 
Jun NH2-terminal kinase (JNK)-Aktivität (189).   
Il6 hat ebenfalls Einfluss auf den Glucose- und Lipidmetabolismus, was mit dem Body Maß 
Index (BMI) korreliert (168). In adipösen Frauen wurde ein erhöhter Serum-IL6-Spiegel 
festgestellt (190). Erhöhte IL6-Spiegel wiederum sind assoziiert mit 
Diabetes mellitus Typ 2 und KHK (191).  
Der Interleukin-6 Rezeptor (Il6ra) ist ein Proteinkomplex, der aus einer 
IL6-Rezeptor-Untereinheit (IL6R) und dem IL6-Signalegeber Gycoprotein (gp) 130 besteht 
(169). Die Expression des Il6ra wird durch Östradiol im Uterus verringert (192). 
Genname Gen Funktion 
Peroxisome proliferator-
activated receptor-gamma 
Pparg Modulator der Leptin-Produktion 
Tumor-Nekrose-Faktor α Tnfa Beeinflussung der Insulinsignalwirkung 
Interleukin-6 Il6 
Glucose- und Lipid- Metabolismus,                      
Korrelation zum BMI 
Interleukin-6 Rezeptor Il6ra gibt IL6 vermittelte Signale weiter 
Zielstellung 
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1.7 Zielstellung der Arbeit 
Durch die Deletion des Cyp19-Gens, bietet sich mit dem ArKO-Mausmodell die 
Möglichkeit, den Zusammenhang zwischen Östrogendefizienz und der Entwicklung von 
Symptomen des MetS zu untersuchen. Zu diesem Zweck sollte geprüft werden, inwiefern 
die ArKO-Maus ein adäquates Modell für Symptome der Wechseljahrbeschwerden und 
ihre Behandlung bzw. für wechseljahrbedingte Adipositas darstellt. Zur Klärung dieser 
Fragen wurde zusätzlich der Einfluss des Lebensalters der Tiere zu Beginn der Exposition 
betrachtet. Dem Einfluss dieses Parameters wird gemessen an den Endpunkten in der 
Literatur bisher wenig Beachtung geschenkt.  
Die Bewertung der verschiedenen tierexperimentellen Studien erfolgte anhand der 
Erfassung der Organgewichte und Plasma-/Serumspiegel sowie die Messung der 
Regulation der Genexpression. So konnten folgenden Teilziele formuliert werden:  
 
a) Vergleichende Analyse unterschiedlicher Modelle von Östrogendefizienz hinsichtlich 
der Auswirkung einer Östrogenbehandlung. 
Dafür sollten primär die Tiere verglichen werden, die sich im selben östrogenen 
Status befinden. Als östrogendefiziente Tiere werden definiert die auf 
genetischem Weg östrogendefizienten ArKO-Mäuse und die chirurgisch erzeugte 
Östrogendefizienz in kastrierten (ovx) WT-Mäusen, da in diesem Fall beiden 
Modellen die Östrogenquelle fehlt. Als östrogenisierte Tiere wurden die mit 
E2 behandelten ArKO-Mäuse und die intakten WT-Mäuse verglichen. Damit lassen 
sich zum einen Unterschiede zwischen den beiden östrogendefizienten Modellen 
beschreiben (ArKO-Maus vs. WT-Maus) wie auch Unterschiede zwischen dem 
östrogenisierten und östrogen-freien Zustand (ArKO vs. ArKO E2; ovx WT vs. WT).  
 
b) Einfluss des Alters der ArKO-Maus auf Östrogenresponsivität in verschiedenen 
Organsystemen.  
Es wurde ein Experiment durchgeführt, das klären sollte, welchen Einfluss das 
Alter weiblicher ArKO-Mäuse auf die Ansprechbarkeit einer Östrogenbehandlung 
hat. Da sich mit fortschreitendem Alter die Physiologie von Organismen ändert, 
Zielstellung 
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sollte geprüft werden, welchen Einfluss das Alter der ArKO-Mäuse zu Beginn des 
Experimentes auf die erfassten physiologischen und molekularen Parameter nach 
Östrogenbehandlung hat. Dazu wurden weibliche ArKO-Mäuse aus zwei 
Altersgruppen verglichen.  
 
c) Evaluierung der östrogenen Wirksamkeit von Östrogen und pflanzlicher 
Sekundärmetabolite mit östrogener Wirksamkeit in der ArKO-Maus. 
Die ArKO-Maus ist ein östrogendefizientes Tier. Damit ist es möglich die Effekte, 
welche durch eine Behandlung mit dem SERM Raloxifen, dem Soja-Isoflavonoid 
Genistein, dem Flavonon 8-PN bzw. E2 ausgelöst werden, vergleichend zu 
bewerten.  
 
d) Bewertung der Behandlungsdauer mit Östrogen bzw. östrogenähnlichen Substanzen 
für die beobachtete Wirkqualität. 
Es ist bekannt, dass die Ansprechbarkeit von Geweben von der Dauer der 
Behandlung abhängig ist. Die zeitliche Dauer einer Behandlung mit Östrogen bzw. 
östrogenähnlichen Substanzen ist eine kritische Determinante für die Wirksamkeit 
der Behandlung. Deshalb wurde die Effektivität einer Östrogenbehandlung in dem 
klassischen drei-Tage-Uterotrophen-Assay mit der Effektivität der 21-tägigen 
Behandlung verglichen.  
Material 
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2. Material 
2.1 Verwendete Materialien, Laborgeräte und Lösungen 
 






















Substanz Firma Stadt / Land 
Rizinusöl Roth Karlsruhe / Deutschland 
17β-Estradiol Sigma-Aldrich Hamburg / Deutschland 
Fulvestrant  (ICI 182 780) Tocris Bristol / UK 
Raloxifen   Alexis-Qbiogene Grünberg / Deutschland 
Genistein LC Laboratories Woburn / USA 
8-Prenylnaringenin Synthese im Institut für Biochemie 
Enzym Firma Stadt / Land 
DNAse I (1000 U) Promega Mannheim / Deutschland 
MMLV Reverse Transkriptase 
(50000 Units) 
Promega Mannheim / Deutschland 
RNase Out (5000 U) Invitrogen Karlsruhe / Deutschland 
SYBR®Green I Sigma-Aldrich Hamburg / Deutschland 
10x PCR Puffer Invitrogen Karlsruhe / Deutschland 
50mM MgCl2 Invitrogen Karlsruhe / Deutschland 
Platinum Taq DNA Polymerase 
(500 rxn; 5 U/µL) 
Invitrogen Karlsruhe / Deutschland 
dNTPs Invitrogen Karlsruhe / Deutschland 
Material 
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Chemikalie Firma Stadt / Land 
RNAse ExitusPlus™ Applichem Darmstadt / Deutschland 
Agarose Segenetic Borken / Deutschland 
Ethidiumbromid Fluka Hamburg / Deutschland 
Trifast PeqLab Erlangen / Deutschland 
DMSO Applichem Darmstadt / Deutschland 
Kit Firma Stadt / Land 
RNeasy® Plus Qiagen Hilden / Deutschland 
RayBio® Mouse Leptin ELISA Kit RayBiotec Norcross / USA 
QuantiChromTM Glucose Assay Kit BioAssay Systems Hayward / USA 
Material Firma Stadt / Land 
96 Well Mikrotiterplatte VWR Darmstadt / Deutschland 
Reaktionsgefäße Sarstedt Nümbrech / Deutschland 
PCR - Platten BioRad München / Darmstadt 
Material 
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2.2 Verwendete Pufferlösungen und Reagenzien 
 








Laborgeräte Firma Stadt / Land 
Dismembrator Sartorius Göttingen / Deutschland 
Homogenisator Fisher Scientific Schwerte / Deutschland 
Nanodrop 1000 
Spektrophotometer 
PeqLab Erlangen / Deutschland 
Elektrophoresekammer BioRad München / Deutschland 
iCycler BioRad München / Deutschland 
C1000 Thermal Cycler inkl. 
CFX96 real-time System 
BioRad München / Deutschland 
Plattenphotometer Tecan Crailsheim / Deutschland 
Thermoblock Eppendorf Hamburg / Deutschland 
Wasserbad VWR Darmstadt / Deutschland 
 Stammlösung auf 1mL 
500mM KCl 1M 500µL 
100mM Tris-HCl (pH 8,3)   1M 100µL 
15mM MgCl2  1M 1µL 
0,1% Gelatine 1%ig 100µL 
Methoden 
 




Für alle durchgeführten Tierversuche lag die Genehmigung für Versuchsvorhaben laut 
§ 8 Abs. 1 des Tierschutzgesetzes vor, ausgestellt durch die Landesdirektion Dresden. Die 
Tierversuche wurden im Einklang mit dem Tierschutzgesetz und den Vorschriften der 
Technischen Universität Dresden durchgeführt.  
Die Züchtung und Tierversuche der Mäuse fanden unter kontrolliert klimatischen 
Bedingungen von 20 ± 1 °C und 50-80 % Luftfeuchte in der Tierhaltung der Fachrichtung 
Biologie der Technischen Universität Dresden statt. Die Tiere wurden einem konstanten je 
zwölfstündigen Tag/Nacht-Rhythmus ausgesetzt. Während der Züchtungspahse und der 
experimentellen Phase standen den Tieren Futter (Harlan Teklad 2019, Borchen, 
Deutschland) und mit HCl (ph3) versetztes Leitungswasser ad libitum zur Verfügung.  
Die ersten heterozygoten Elterntiere stellte uns freundlichst Prof. Evan Simpson 
(Melbourne, Australien) zur Verfügung. Um einen 99,9%igen genetisch einheitlichen 
Hintergrund sicher zu stellen, wurden diese Tiere mit C57BL/6-Mäusen bis in 
Generation F10 rückgekreuzt.  
 
3.1.1 Vergleich der östrogenen Empfindlichkeit von Wildtyp- und ArKO-Mäusen (TV 1) 
Zur Evaluierung des östrogenen Potentials einer Substanz wird üblicherweise der in vivo 
durchgeführte uterotrophe Assay genutzt. Dieser Assay basiert darauf, dass der Uterus, 
welcher im natürlichen Zyklus unter östrogener Kontrolle steht, beim Fehlen der 
natürlichen Östrogenquelle nach Regression auf ca. 20-25 % seines ursprünglichen 
Gewichtes sensitiv auf exogen zugeführtes Östrogen reagiert. Die endogene 
Östrogenquelle wird beim uterotrophen Assay durch Kastration (Ovariektomie) entfernt. 
Dadurch nimmt bei dem ovariektomierten (ovx) Tier das Uterusfeuchtgewicht stark ab. 
Die Ovariektomie der Wildtyp (WT)-Mäuse erfolgte am 80. Lebenstag und daran 
anschließend folgte eine 14tägige Ruhe- und Heilungsphase. Während dieser Phase fand, 
bedingt durch das Entfernen der Ovarien, eine Hormondeprivation statt. Daran 
anschließend wurde die subkutane Behandlung mit der Testsubstanz an drei aufeinander 
folgenden Tagen durchgeführt (194). 
Methoden 
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Zur Beurteilung der Eignung der weiblichen ArKO-Maus als Modell für die 
Hormonbehandlung klimakterischer Beschwerden, wurde das ArKO-Mausmodel mit dem 
gängigsten präklinischen Modell für Östrogenmangel dem ovx WT-Mausmodell 
verglichen. 
Hierfür wurden in diesem ersten tierexperimentellen Versuch insgesamt vier Gruppen mit 
je 7 weiblichen Tieren untersucht (Tab. 3.1). Mit dem 94. Lebenstag begann die 
Behandlung aller Tiere mit 17β-Östradiol (E2) bzw. durch eine Lösungsmittelkontrolle 
(vehicle). Dabei wurde E2 in DMSO gelöst und anschließend in Rizinusöl aufgenommen. 
Die Lösungsmittelkontrolle setzte sich aus der errechneten DMSO-Menge, die als 
Lösungsmittel für die Substanzen der Behandlungsgruppe verwendet wurde, und 
Rizinusöl zusammen. Bei dem standardisierten Verfahren des uterotrophen Assay wurden 
den Tieren an drei aufeinanderfolgenden Tagen im Abstand von 24 Stunden die 
Substanzen, wie in Tabelle 3.1 beschrieben, subkutan injiziert.  
 
Tab. 3. 1 Behandlungsschema für TV 1 
Behandlungsschema TV1. E2 wurde in einer Dosis von 10 µg/kg KG/d verabreicht. Die Behandlung 
mit vehicle (Rizinusöl + DMSO) diente als Lösungsmittelkontrolle. 
 
 
Anschließend wurden die Tiere durch zervikale Dislokation getötet. Den Tieren wurde 
Blut entnommen und als Serum und Plasma bei -20°C bis zur weiteren Analyse gelagert. 








Tiere WT-Mäuse ArKO-Mäuse 
Behandlung 
ovx, 
vehicle vehicle vehicle E2 
Futter Isoflavonoid-frei  
Behandlungsdauer 3 Tage, subkutan 
Anzahl der Tiere 7 7 7 7 
Methoden 
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infrarenale Fettgewebe und die Leber entnommen, das Gewicht bestimmt (außer 
gonadales Fettgewebe) und für weitere Untersuchungen in flüssigem Stickstoff gelagert.  
 
3.1.2 Vergleich der Wirksamkeit einer Östrogenbehandlung in Abhängigkeit des 
Lebensalters der ArKO-Mäuse (TV 2) 
Mit fortschreitendem Lebensalter verändern sich Organphysiologie und Stoffwechsel. 
Durch diese tierexperimentelle Studie sollte untersucht werden, welchen Einfluss das 
Alter auf die östrogene Wirksamkeit in der ArKO-Maus hat. Neben 17β-Östradiol wurde 
auch das in Soja-Isoflavonoiden vorkommende Phytoöstrogen Genistein geprüft. 
Für den TV 2 wurden weibliche ArKO-Mäuse im Alter von drei bzw. zwölf Monaten 
vergleichend untersucht und dabei nach dem standardisierten Verfahren des 
uterotrophen Assays behandelt (Tab. 3.2). Daran anschließend fand die Organentnahme, 
wie in Kapitel 3.1.1 bereits beschrieben, statt.  
 
Tab. 3. 2 Behandlungsschema für TV 2  
Behandlungsschema TV 2. E2 wurde in einer Dosis von 10 µg/kg KG/d und Genistein mit 15 mg/kg 





 Kontrollgruppe Positivkontrolle Testsubstanz 
Tiere ArKO-Mäuse 







Behandlungsdauer 3 Tage, subkutan 
Anzahl der Tiere 10 10 10 10 10 10 
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3.1.3 Vergleichende Untersuchung von E2, Raloxifen und pflanzlichen 
Sekundärmetaboliten im uterotrophen Assay mit ArKO-Mäusen (TV 3) 
In der dritten tierexperimentellen Studie wurde die Kurzzeit-Wirkung von E2, dem SERM 
Raloxifen und den Phytoöstrogenen Genistein und 8-Prenylnaringenin (8-PN) in der 
östrogendefizienten ArKO-Maus vergleichend untersucht (Tab. 3.4).  
 
Tab. 3. 3  Behandlungsschema für TV3 
Behandlungsschema TV 3. E2 wurde einzeln bzw. auch in der Kombination mit dem Antiöstrogen 
Fulvestrant (Ful) (1 mg/kg KG/d) in einer Dosis von je 10 µg/kg KG/d verabreicht. Raloxifen (Ral) 
wurde in einer Dosis von 5 mg/kg/d gegeben. Genistein (Gen) und 8-Prenylnaringenin (8-PN) 
wurden jeweils mit 15 mg/kg KG/d verabreicht. Die Behandlung mit vehicle (Rizinusöl + DMSO) 
diente als Lösungsmittelkontrolle. 
 
 
Die dreitägige subkutane Behandlung begann am 94. Lebenstag, um die Vergleichbarkeit 
mit den vorangegangenen tierexperimentellen Studien zu gewährleisten. Dafür wurden 
weibliche ArKO-Mäuse in 7 Gruppen à 7 Tiere aufgeteilt (Tab.3.3). Durch zervikale 
Dislokation wurden diese Tiere nach Behandlungsende getötet. Daran anschließend fand 
die Organentnahme, wie in Kapitel 3.1.1 bereits beschrieben, statt.  
 







Fulvestrant, E2 + Ful, 
Raloxifen, Genistein,   
8-PN  
Futter Isoflavonoid-frei 
Behandlungsdauer 3 Tage, subkutan 
Anzahl der Tiere 7 7 35 (je 7 Tiere) 
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3.1.4  Untersuchung von ArKO-Mäusen nach 21tägiger Behandlung mit 
östrogenähnlichen Substanzen  (TV 3) 
Mit dieser vierten tierexperimentellen Studie (TV 4) sollte geprüft werden, welchen 
Einfluss die Dauer der Behandlung auf die Wirksamkeit der Substanzen hat. Den 
weiblichen ArKO-Mäusen wurden am 94. Lebenstag Siliconpellets SFM1-3050 
(Polymer Systems Technology Ltd, High Wycombe, UK) (195) implantiert, die eine 
kontinuierliche Freisetzung von Substanzen über 21 Tage gewährleisten sollten. Dazu 
wurden die Pellets zuvor mit der Behandlungssubstanz (Tab. 3.4) manuell befüllt und mit 
Elastosil® E41 (Wacker, München, Deutschland) verschlossen.  
 
Tab. 3. 4 Verwendete Substanzen sowie deren Dosierungen    
 
 
Die 21tägige Behandlung mit Hilfe der Siliconpellets, welche in die Unterhaut der 




Substanz Abkürzung  Dosierung in kg KG/d 
Rizinusöl  
(vehicle treated) 
vt                              Lösungsmittelkontrolle 
TV 1-3: versetzt mit DMSO 
TV 4: leeres Silicontube 
17β-Östradiol  E2 Positivkontrolle 10 μg 
Fulvestrant   
(ICI 182 780) 
Ful Antiöstrogen 1 mg  





















Für den TV 4 erfolgte eine Aufteilung der weiblichen ArKO-Mäuse in 7 Gruppen à 7 Tiere 
(Tab.3.5). Durch zervikale Dislokation wurden diese Tiere nach Behandlungsende getötet. 
Daran anschließend fand die Organentnahme, wie in Kapitel 3.1.1 bereits beschrieben, 
statt. 
 
Tab. 3. 5  Behandlungsschema für TV 4 
Behandlungsschema TV 4. Verwendet wurden weibliche ArKO-Mäuse. E2 wurde einzeln bzw. auch 
in der Kombination mit dem Antiöstrogen Fulvestrant (Ful) (1 mg/kg KG/d) in einer Dosis von je 10 
µg/kg KG/d verabreicht. Raloxifen (Ral) wurde einzeln und in Kombination mit Ful (1 mg/kg KG/d) 
in einer Dosis von 5 mg/kg/d gegeben. Genistein (Gen) und 8 Prenylnaringenin (8-PN) wurden 
jeweils einzeln und in Kombination mit Ful (1 mg/kg KG/d) mit 15 mg/kg KG/d verabreicht. Ein 




 Kontrollgruppe Positivkontrolle Testsubstanzen 
Tiere ArKO-Mäuse 
Behandlung 
leeres           
Siliconepellet 
E2 
Ful,      E2 + Ful,  
Ral,      Ral + Ful,  
Gen,    Gen + Ful,  
8 PN,   8-PN + Ful 
Futter Isoflavonoid-frei 
Behandlungsdauer 21 Tage, Unterhautpellet 
Anzahl der Tiere 7 7 56 (je 7 Tiere) 
Abb. 3. 1  ArKO-Maus nach Pellet-Implantation 
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3.2 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese 
Für die relative quantitative Bestimmung der mRNA-Expression in den untersuchten 
Organen und Geweben wurde die Gesamt-RNA aus den Organen und Geweben 
extrahiert. Anschließend wurde ein DNase-Verdau durchgeführt, um 
DNA-Kontaminationen zu beseitigen, an dem sich die Reverse Transkription anschloss. 
Die nun synthetisierte cDNA konnte für die quantitative real-time-PCR eingesetzt werden.  
 
3.2.1 Extraktion der Gesamt-RNA 
Die RNA-Extraktion erfolgte mittels zweier verschiedener Methoden. So wurde die RNA 
aus der Leber mit Hilfe einer phenolischen Fällung extrahiert und die RNA-Extraktion aus 
Uterus, infrarenalem und gonadalem Fettgewebe wurden mittels einer 
Guanidin-Isothiocyanat-Lyse durchgeführt. 
Für Uterus und die beiden Fettgewebearten waren die Gewebemengen so gering, dass 
noch vor der Gesamt-RNA-Extraktion die Organe einer Gruppe vereint (gepoolt) wurden. 
Das Zusammenführen (poolen) der einzelnen Proben von Leber und gonadalem 
Fettgewebe fand im Anschluss an die Gesamt-RNA-Extraktion statt. Beim Vereinen der 
Proben wurde darauf geachtet, dass alle Tiere in einem Pool gleich repräsentiert werden.  
 
3.2.1.1 Extraktion der Gesamt-RNA mittels phenolischer Trennung 
Die zelluläre Gesamt-RNA der Leber erfolgte mittels einer Phenol-Chloroform-Extraktion 
nach Chomczynski und Sacchi (196,197). Dafür wurden 100 mg Leberprobe in ein 
vorgekühltes Teflongefäß überführt, welches zuvor bei Raumtemperatur mit 
RNAse-ExitusPlus™ behandelt wurde. Diese Behandlung soll eventuellen 
Kontaminationen durch RNAsen vorbeugen. Mit einer Stahl- oder Wolframkugel in den 
Teflongefäßen wurden die in flüssigem Stickstoff gelagerten Leberproben bei 
2000 Schwingungen pro Minute für eine Minute im Dismembrator homogenisiert. 
Anschließend wurde 1 mL peqGOLD TriFast™ (198) dem Organpulver zugeführt, das 
Gemisch in ein Eppendorfgefäß überführt und nach dem vom Hersteller bereits 
etablierten Protokoll weiterverfahren (199). Die RNA wird dabei durch Isopropanol 
Methoden 
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ausgefällt, zweimal mit eiskaltem 75 % Ethanol (verdünnt mit DEPC-Wasser) gewaschen 
und anschließend das getrocknete Pellet in 20-150 μL HPLC-Wasser aufgenommen.  
 
3.2.1.2 Extraktion der Gesamt-RNA mittels Guanidin-Isothiocyanat-Lyse  
Die Gesamt-RNA-Extraktion der Uteri und des Fettgewebes wurde mittels Qiagen Kit 
RNeasy® Plus durchgeführt. Dafür wurden lediglich 30mg Organ/Gewebe eingesetzt. Die 
Extraktion erfolgte nach dem Protokoll des Kits durchgeführt. Die 
Gesamt-RNA-Extraktion wurde mittels einer Säulenfällung mit einer 
Guanidin-Isothiocyanat-Lyse durchgeführt. Dabei wurde die RNA an die Säulenmembran 
gebunden und im Anschluss mit ca. 50μL Lysis-Puffer eluiert. Dieser Durchfluss wurde in 
einem Eppendorfgefäß aufgefangen. Die Lagerung erfolgte grundsätzlich bei -80°C. 
 
3.2.2 Konzentrationsbestimmung und Überprüfung der Qualität der gelösten 
Gesamt-RNA 
Die RNA-Konzentrationsbestimmung erfolgte mit Hilfe des Nano Drop®1000. Dies 
geschah durch eine UV-Absorptionsmessung bei 260 nm und 280 nm. Dazu wurden 2 µL 
(mindestens aber 1µL) der RNA-Lösung aufgetragen. Das Verhältnis aus den beiden 
Wellenlängen diente als Nachweis der Reinheit der Proben. Anschließend wurde eine 
Gelelektrophorese durchgeführt, um sicherzustellen, dass die RNA nicht durch RNasen 
abgebaut wurde. Dafür wurde 1µg RNA auf ein 1%iges Ethidiumbromid-gefärbtes 
Agarosegel aufgetragen. Auf dem Gel sollten die rRNA-Banden deutlich sichtbar sein. Die 
nichtdegradierten RNAs der gleichen Behandlungsgruppe wurden im Anschluss daran 
gepoolt. Für die einzelnen RNA-Pools wurde die Konzentration erneut photometrisch 
bestimmt und anschließend die Qualität der RNA über ein Ethidiumbromid-Agarosegel 
erneut kontrolliert. Mittels der elektrophoretischen Auftrennung wurde die Integrität der 
RNA untersucht.  
 
3.2.3 DNase-Verdau zur Beseitigung von DNA-Kontaminationen 
Vor der cDNA-Synthese ist ein DNase-Verdau notwendig. Er sorgt für den enzymatischen 
Abbau residualer genomischer und mitochondrialer DNA, da diese die 
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Genexpressionsanalyse stören würden. Der Verdau wurde nach dem Protokoll von 
Maniatis et al. durchgeführt (193). In Tabelle 3.6 ist die Zusammensetzung des 
Reaktionsansatzes dargestellt. 
Für den Verdau wurden je 3μL RNA des Pools mit DNase I und RNAse Out für 60 min bei 
37 °C inkubiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 1μL 25mM EDTA und eines 
Denaturierungsschrittes von 5 min bei 80°C abgestoppt. Durch eine sich anschließende 
PCR mit Primern des Referenzgen Rps18 (Ribosomales Protein) (Tab.1.4 - 1.6) wurde eine 
Kontrolle des Verdau durchgeführt. Dazu diente 1μL der verdauten RNA als Template für 
die PCR. Als Positivkontrolle wurde 1 μL einer beliebigen bereits getesteten Maus-cDNA 
verwendet. Nach erfolgreichem Verlauf der Test-PCR (Tab. 3.12) sollte lediglich die 
Positivkontrolle eine Amplifikation und den passenden Schmelzpunkt aufweisen.  
 










3.2.4 Synthese der cDNA  
Wie schon der DNAse-Verdau so erfolgte auch die Synthese der first-strand cDNA nach 
dem Protokoll von Maniatis et al. (193). Mit Hilfe von Oligo-dT-Primern und der 
MMLV Reversen Transkriptase (Promega, Mannheim, Deutschland) wird die RNA in cDNA 
umgeschrieben. In Tabelle 3.7 kann die Zusammensetzung des 
cDNA-Synthese-Reaktionsansatzes entnommen werden. Zur Beseitigung der 
Sekundärstruktur der RNA wurde der Ansatz aus Tabelle 3.6 mit dem Komponentenmix 
Tabelle 3.7 versetzt. Für die Synthese der cDNA wurde die RNA des Ansatzes aus Tabelle 
Komponente Menge 
Gesamt- RNA 3 µg 
10x PCR-Puffer (Maniatis) (Tab. 2.7) 1 µL 
RNAse OUT (Invitrogen) 0,5 µL 
DNAse  (Promega 1U/µl)) 0,5 µL 
HPLC- H2O ad 10 µL 
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3.6 mit dem Komponentenmix aus den Schritten 1-3 (Tab 3.7) für 5 min bei 65°C erhitzt  
(Schritt 4, Tab. 3.7). Beim anschließenden Abkühlen auf Eis hybridisieren die Oligo (dT)12-
18-Primer an die Poly-Adenin-Schwänze der mRNA (Schritt 5, Tab. 3.7). 
 


















Die Komponentenmischung aus den Schritten 6-8 (Tab.3.7) wird dem RNA-Mix hinzu 
pipettiert und mit der Pipette leicht durchmischt. Für 2 min wurde bei 42 °C der Ansatz 
vortemperiert und anschließend mit 1 µL der reversen Transkriptase versetzt (Schritt 10, 
Tab. 3.7). Diese transkribiert, wie in Schritt 11 (Tab. 3.7) beschrieben, bei 42 °C für 50 min 
die mRNA in cDNA, um danach für 15 min bei 70°C erhitzt zu werden, damit sie denaturiert 
wird. Anschließend wurde die cDNA mit HPLC-Wasser 1:3 verdünnt und mittels einer qPCR 
kontrolliert. War die Kontroll-PCR erfolgreich, das heißt alle entstandenen cDNAs wiesen 
Schritt Komponente Volumen 
1 RNA aus DNase-Verdau 3 µg 
2 Oligo (dT) 12-18-Primer (100 µM) 1 µL 
3 dNTP Mix (10mM)  1 µL 
4 Inkubation für 5 min bei 65 °C 
5 langsam auf Eis abkühlen lassen (ca. 2 min) 
6 5x first-strand Puffer 4 µl 
7 DTT (0,1 M) 2 µL 
8 RNaseOut  1 µL 
9 Inkubation für 2 min bei 42 °C 
10 reverse Transkiptase: 1 µL 
11 
Inkubation für 50 min bei 42 °C 
Denaturierung für 15 min bei 70 °C 
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eine Amplifikation, den annähernd gleichen ct-Wert und den passenden Schmelzpunkt 
auf, fanden sie für die Genexpressionsanalyse Verwendung. 
 
3.3 qPCR-quantitative real-time-Polymerase-Kettenreaktion 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine „Methode zur Herstellung zahlreicher 
Kopien eines DNA Moleküls durch enzymatische Vervielfältigung einer ausgewählten 
Sequenz“ (200). Die qPCR im speziellen ist eine quantitative Methode beispielsweise zur 
vergleichenden Quantifizierung von mRNA-Spiegel untersuchter Gene. Hierbei macht 
man sich die Annahme zunutze, dass eine umgekehrt proportionale Abhängigkeit 
zwischen der Ausgangskonzentration einer cDNA und der notwendigen Anzahl von 
Amplifikationszyklen des Schwellenwertes der PCR-Produktmenge (dem sogenannten 
ct-Wert) vorliegt. Dadurch kann eine Quantifizierung der cDNA relativ zu einer 
Referenzprobe durchgeführt werden.  
 
3.3.1 Primer-Design 
Zur Erstellung der Primersequenzen wurden die im Labor bereits etablierten Parameter, 
wie in Tab 3.8 dargestellt, angewendet.  
 













Produktlänge (Amplikon) 150-250 bp 
Primerlänge 20-24 bp 
Annealingtemperatur 56-58 °C 
GC-Gehalt 20-80 % 
Max. Self Complementarity 2-3 
Max. 3´ Self Complementarity 2-4 
GC-Klammer (am 3´ Ende der Sequenz) 1 
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Das Erstellen der Primer erfolgte nach den vorgestellten Kriterien des Primerdesigns. So 
wurde darauf geachtet, dass die Primerpaare Exon übergreifend liegen und keine 
sogenannten Haarnadelstrukturen bilden. Zur Vermeidung etwaiger Bildung von Dimeren 
(Homo- oder Heterodimeren) bzw. von Sekundärstrukturen wurde der Oligo Analyzer 3.1 
(202) verwendet  (203,204).  
 
Tab. 3. 9 Verwendete Primer für die qPCR, einschließlich der Amplikongröße 
Gen 
Sequenz Produktgröße 
(bp) sense primer (5´–3´) antisense primer (5´–3´) 
Esr1 TGT TTG CTC CTA ACT TGC TCC C  GGT GGA TGT GGT CCT TCT CTT 222 
Esr2 GCC AGG AAG CAG AGA GTA GC TCA TGC TGA GCA GAT GTT CC 189 
Pgr CTG GCA TGG TCC TTG GAG TGG AAG TGT CAG GCT TTG TG 246 
Ltf GCA AAA CCA CAT CGG AGA AG GGG AGT GAG GAG ACC AGA TG 204 
Clu GAT TCC CTC CCA GAC ACT CC GTG TCA CTG AGG TGG TGG TG 196 
Lep AGA TCC CAG GGA GGA AAA TG TGA AGC CCA GGA ATG AAG TC 217 
Lepr TCG ACA AGC AGC AGA ATG AC CTT GTG CCC AGG AAC AAT TC 159 
Insr GAA TGT GGG GAT GTC TGT CC ATC AGG TTC CGA ACA GTT GC 201 
Insig1 GTA CAC GTC CCC TGA TTT CC CCA CTC TGA ACC ATG TGC TG 154 
Insig2 GAG GCA TAA CGA TGG GAA AC CAA GGG AAA ACT GGG TCC TC 174 
Glut 4 GCT TTG TGG CCT TCT TTG AG CGG CAA ATAG AAG GAA GAC G 195 
Srebp GAT CGC AGT CTG AGG AGG AG  GAT CGC CAA GCT TCT CTA CG 202 
Pparg TCA TGA CCA GGG AGT TCC TC CAG GTT GTC TTG GAT GTC CTC 200 
Tnfa GGC CTC CCT CTC ATC AGT TC GGT TGT CTT TGA GAT CCA TGC 178 
Il6 TGA ACA ACG ATG ATG CAC TTG CTC TGA AGG ACT CTG GCT TTG 264 
Il6ra TTC CTG GTA GCT GGA GGA AG TGA GGA GAG GAA CCA GAA GG 326 
Rps18 AGG ATG TGA AGG ATG GGA AG TTG GAT ACA CCC ACA GTT CG 187 
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Alle Primer (Tab.3.9), die für die PCR Anwendung fanden, wurden mittels der Software 
Primer3 (201) erstellt (203,204) .  
 
3.3.2 Optimierung der PCR-Bedingungen 
Zur Quantifizierung der cDNA durch die PCR ist ein effizienter Verlauf der qPCR 
Grundvoraussetzung, da sonst falsche Ergebnisse auftreten können. Aus diesem Grund 
musste das optimale Verhältnis von Primermenge und MgCl2-Konzentration für jedes 
Primerpaar ermittelt werden. Hierfür wurde eine Matrix aus PCR-Ansätzen vorbereitet 
und die Menge an Primer und MgCl2 wie in Tabelle 3.10 variiert.  
 








Aus den PCR-Läufen wurde die effizienteste Primer-MgCl2-Kombination ausgewählt und 
mittels Ethidiumbromid gefärbtem Agarosegel auf die richtige Produktgröße überprüft. 
 
In Tabelle 3.11 sind die final verwendeten Volumina der Primer sowie des MgCl2 für die 
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Tab. 3. 11 Verwendete Volumina für MgCl2 und Primer  
Alle Werte sind in µL angegeben. 
 
Gen 
MgCl2 Primer MgCl2 Primer 
Gen 
MgCl2 Primer MgCl2 Primer 
iCycler  cfx 96  iCycler  cfx 96  
Rps18 3 1,5 1,5 0,75 Srebp - - 1 0,75 
Esr1 5 2 2,5 1 Insig1 - - 1,5 0,75 
Esr2 5 1,5 2,5 0,75 Insig2 - - 1 0,75 
Clu 3 1 1,5 0,5 Pparg 3 1,5 1,5 0,75 
LTF 2 1,5 1 0,75 Tnfa 3 1,5 1,5 0,75 
Pgr 2 1,5 1 0,75 Glut4 - - 1,5 0,75 
Lep 4 1,5 2 0,75 Il6 5 1,5 2,5 0,75 
Lepr 3 1 2 0,5 Il6ra 3 1,5 1,5 0,75 
Insr 2 1,5 2 0,75           
 
 
3.3.3 Bestimmung der PCR – Effizienz 
Eine hohe Amplifikationseffizienz der zu untersuchenden Primerpaare ist für eine 
zuverlässige relative Quantifizierung essentiell. Zur Effizienzbestimmung eines 
Primerpaares wurde das PCR-Produkt der Optimierungs-PCR (Kapitel 3.3.2) mehrfach 1:10 
verdünnt. Die PCR-Reaktionen wurden als Doppelbestimmung durchgeführt und die 
ermittelten ct-Werte als Basis für die Bestimmung der PCR-Effizienz verwendet. Dazu 
wurden sie für die Auswertung in einem logarithmischen Diagramm gegen den 
Verdünnungsfaktor aufgetragen, anschließend wurde eine Regressionsgerade durch die 
ermittelten Punkte  gelegt. Mittels der Steigung jener Gerade konnte die Effizienz der 
PCR-Reaktion ermittelt werden (205). Betrug die Effizienz ≥90%, fand das Primerpaar für 
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3.3.4 Die quantitative real-time-PCR  
Für die qPCR wurden drei voneinander unabhängig cDNAs synthetisiert, um anschließend 
drei unabhängige Quantifizierungen mit Triplikaten durchführen zu können.  
 
Tab. 3. 12  Pipettierschema eines qPCR-Ansatzes 
 
 
Alle folgenden Schritte wurden bei 4°C auf Eis durchgeführt. Für die Detektion der 
Amplifikate wurde SYBR®Green I (Sigma Aldrich, Hamburg, Deutschland) verwendet 
(206). SYBR®Green I ist ein interkalierender Cyanin-Farbstoff, welcher unspezifisch an die 
doppelsträngige DNA bindet, wodurch seine Fluoreszenz deutlich ansteigt. Die Zunahme 
der Fluoreszenz korreliert folglich mit der Zunahme der Menge an doppelsträngigen DNA. 
Diese Reaktion kann unspezifisch verlaufen, allerdings lassen sich die spezifischen 
PCR-Produkte von den unspezifischen Primerdimeren aufgrund der unterschiedlichen 
Schmelztemperaturen   unterscheiden (Kapitel 3.3.4.1), weshalb jedem PCR-Lauf eine 
Schmelzpunktanalyse angeschlossen wurde. Im Kapitel 3.3 wurde schon angemerkt, dass 







Volumen                   
cfx 96 
(BioRad) 
10x PCR-Puffer (incl. SYBR®Green I)  5 µL 2,5 µL 
Kalibrierungslösung 2 10 nM 1,25 µL - 
dNTPs (2,5mM) je 0,2 mM 4 µL 2 µL 
MgCl2 (50mM) 2-5 mM 2-5 µL 1-2,5 µL 
Primer  0,1-0,4 µM 1-1,5 µL 0,5-1 µL 
cDNA  1 µL 1 µL 
Platinum® Taq DNA Polymerase 0,75 U 0,15 µL 0,075 µL 
HPLC-H2O  ad 50 µL ad 25 µL 
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verwendet wurde. Alle qPCR-Messungen wurden als Triplikate durchgeführt. Die in 
Tabelle 3.12 angegebenen Komponenten geben einen PCR-Reaktionsansatz wider. 
    












Um die untersuchten Gene vergleichend auswerten zu können, müssen die PCR-Ansätze 
idealerweise gleichzeitig in einem Thermocycler laufen. Darum wurde bei der Auswahl der 
Primerpaare darauf geachtet, dass sich die Annealingtemperaturen möglichst ähnlich sind 
(vergleiche Tab. 3.8.). Für die PCRs der mRNA aus den Gewebeproben der 
tierexperimentellen Studien TV 1 und TV 2 wurde der iCycler verwendet. Die Analysen zu 
den Tierexperimenten TV 3 und TV 4 wurden in einem C1000 Thermal Cycler mit CFX96 
real-time System durchgeführt. Das Protokoll der Messung in beiden PCR-Geräte bestand 
aus den in Tabelle 3.13 dargestellten Schritten.  
 
Schmelzkurvennalyse 
Im Anschluss an die qPCR fand eine Schmelzkurvenanlyse statt (Tab. 3.12). Mit ihr ist es 
möglich, die Spezifität und die Reinheit der PCR-Produkte zu ermitteln. Dadurch entfällt 
die Durchführung einer Gelelektrophorese, einschließlich densometrischer Analyse.  
Die DNA Produkte werden durch den kontinuierlichen Temperaturanstieg von 
0,5 Gradschritten, beginnend bei 60 °C, aufgeschmolzen. Die Temperatur wird für je 
Komponente Temperatur Dauer Wiederholungen 
Hitzeaktivierung 95 °C 3 min  
Denaturierung 95 °C 15 sec \ 
Annealing 55 °C 10 sec 45x 
Elongation 72 °C 20 sec / 
Datensammlung und real-time Analyse aktiviert  
Denaturierung 95 °C 30 sec  
Schmelzkurve von 60 °C –95 °C um je 0,5 °C  für je 5 sec 
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5 Sekunden gehalten bis 95 °C erreicht sind. Bei jedem Temperaturschritt wird die 
Fluoreszenzintensität bei 490 nm gemessen, welche mit der Temperaturerhöhung 
schrittweise abnimmt, da das interkalierende SYBR®Green I freigesetzt wird. Der 
produktspezifische Schmelzpunkt (Tm) ist erreicht, wenn die doppelsträngigen Amplikons 
zu Einzelsträngen schmelzen. Bei diesem Schritt kommt es zu einem abrupten Freisetzen 
von SYBR®Green I und dadurch zu einem Absinken der Fluoreszenz. Das PCR-Programm 
stellt dies in einem Diagramm dar, in dem es die negative Ableitung der 
Fluoreszenzintensität gegen die Temperatur (-dF/dT) aufgeträgt. Dies führt dann zur 
Darstellung des Tm. Der Tm ist für jedes Amplikon spezifisch und hängt vom GC-Gehalt als 
auch von der Fragmentlänge der DNA-Sequenz ab.  
 
3.3.5 Auswertung der quantitativen real-time PCR  
Für die Auswertung der qRT-PCR fand die 2-ΔΔct -Methode nach Paffl et al. Verwendung 
(205). Mit Hilfe dieser Methode werden die relativen mRNA-Mengen der untersuchten 
Zielgene gegen die mRNA-Menge des Refernzgenes berechnet. Grundvoraussetzung für 
diese Methode ist eine PCR-Effizienz der Primer von etwa 100%, dies entspricht einer 
Verdopplung des Amplikons pro PCR-Zyklus. Aus den ct-Werten der Triplikate wurde der 
Mittelwert gebildet. Der Berechnung der relativen Expression (RE) lag folgende Formel 
zu Grunde: 
RE=2 - (ΔCt Zielgen – ΔCt Referenzgen) 
Dabei ist 
Δct Zielgen = ct Zielgen (Probe) - ct Zielgen (Kontrolle) 
und 
Δct Referenzgen = ct Referenzgen (Probe) – ct Referenzgen (Kontrolle) 
 
Als Kontrolle dienten in TV 1 und TV 2 die östrogendefizienten Tiere, während es in TV 3 
die mit Rizinusöl und DMSO behandelten Tiere waren und TV 4 die Tiere mit dem leeren 
Silikonpellet. Jede PCR wurde mindestens dreimal mit jeweils unabhängig hergestellten 
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In den TV 1 und TV 2 wurde neben der relativen Expression auch die Expression 2-Δct  
berechnet. Dafür lag folgende Formel zu Grunde:  
 
Δ ct = ct Zielgen – ct Referenzgen 
 
 
3.4 Biochemische Parameter 
Für die Bestimmung des Leptin-Spiegels im Blutserum (Serumleptin-Spiegel) und des 
Glukosespiegels im Blutplasma (Plasmaglucose-Spiegel) wurde den Tieren nach der 
Tötung Blut entnommen. Das Blut kam je zur Hälfte in ein Reaktionsgefäß, welches mit 
3,6 % Natriumcitrat versehen war bzw. Natriumcitrat-frei war. Nach einem dreiminütigen 
Zentrifugationsschritt bei 4000 rpm war das Blut in dem mit Citrat versetzten 
Reaktionsgefäß in die Bestandteile Plasma und Blutzellen sichtbar getrennt. In diesem 
Fall wurde das Plasma abgenommen und in ein neues Reaktionsgefäß überführt. In dem 
Natriumcitrat-freien Reaktionsgefäß konnte nach dem Zentrifugationsschritt das Serum 
in ein neues Reaktionsgefäß überführt werden.  
Plasma und Serum wurden anschließend mit käuflich erwerblichen Reaktionskits auf ihren 
Serumleptin- als auch auf ihren Plasmaglucose-Gehalt untersucht. 
 
3.4.1 Serumleptin-Spiegel 
Der Serumleptin-Spiegel wurde mit dem RayBio®Mouse-Leptin ELISA Kit bestimmt. Dieser 
in vitro Enzyme-Linked-Immunosorbet-Assay (ELISA) dient speziell der quantitativen 
Messung von Maus-Serumleptin. Er basiert auf einem Antikörper, welcher speziell mit 
Maus-Serumleptin reagiert.  
Dabei ist eine 96-Well-Microtiterplatte mit diesem speziellen Antikörper beschichtet. Die 
Standards (0-200 pg/mL Leptin) und Proben wurden als Duplikate in die Wells dieser 
Platte pipettiert. Befindet sich Leptin in der Probe, so bindet es an die immobilisierten 
Antikörper. Nach einem anschließenden Waschschritt wurde der biotinylierte 
Anti-Maus-Leptin-Antikörper angeheftet und nach einem weiteren Waschschritt wurde 
das ungebundene biotinylierte HRP (horseradish-Peroxidase)-konjugierte Streptavidin in 
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die Wells hinzu pipettiert. Die Wells wurden erneut mit einem Waschpuffer gespült, um 
anschließend mit einer TMB (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine)-Substrat-Lösung aufgefüllt 
zu werden. Befindet sich gebundenes Leptin in dem Well der 96-Well-Platte, kommt es zu 
einem Farbumschlag von blau nach gelb. Die Farbinstensität wurde anschließend bei 
450 nm an einem Plattenphotometer ausgelesen.  
Zur Auswertung wurden der Mittelwert aus den Duplikaten der Standards und der 
Proben erhoben. Anhand der Standardwerte konnte anschließend mit Hilfe der Sigma 
Plot 9 Software (SYSTAT, Ekrath, Deutschland) eine Standardkurve auf log-log Basis 
erstellt werden.  
 
3.4.2 Plasmaglucose-Spiegel 
Für die Bestimmung des Plasmaglucose-Spiegels wurde der QuantiChrom™ Glucose Assay 
Kit verwendet. Basierend auf der Grundlage, dass Glucose (C6H12O6) mit dem o-Toluidin 
eine spezielle Farbreaktion auslöst, kann diese dann mit Hilfe eines Plattenphotometers 
ausgelesen werden.  
Dafür wurde in Reaktionsgefäßen ein vom Hersteller geforderter Standard im Bereich von 
0-300 mg/dL Glucose hergestellt und die Proben mit einer o-Toluidin-haltigen Reagenz 
versetzt. Alle Proben und Standards wurden als Duplikate geführt. Nach einem erfolgten 
Hitzeschritt, in kochendem Wasser für acht Minuten, wurden die Standards und die 
Proben in eine 96-Well-Mikrotiterplatte überführt, um so mit dem Plattenphotometer bei 
einer Wellenlänge von 630 nm ausgelesen zu werden.  
 
3.5 Statistische Auswertung 
Für die statistische Auswertung fand das Programm Office Excel 2003 der Firma 
Microsoft® Verwendung. Die dargestellten Ergebnisse wurden als arithmetisches 
Mittel ± Standardabweichung angegeben. Lediglich die Ergebnisse der Körpergewichte 
sowie der Feuchtgewichte der Uteri, des infrarenalen und des gonadalen Fettgewebes 
wurden mittels Boxplot dargestellt. Wie bei solchen Abbildungen ebenfalls üblich, 
wurden der Median, die 10% und 90% Perzentile sowie die Minimal- und Maximalwerte 
dargestellt. Wo es die Datenmenge (ab 5 Datenpunkten) zuließ, wurde ein Ausreißertest 
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nach Grubbs vor jeder Analyse durchgeführt (207). Voraussetzung für den Grubbs-Test ist, 
dass die Daten annähernd normal verteilt sind und die somit ermittelten Ausreißer aus 
einer Stichprobengruppe aus den folgenden Analysen herausgenommen werden 
konnten. 
Als eine Möglichkeit zur Bestimmung von Signifikanzen wurde die einfaktorielle 
Varianzanalyse mittels ANOVA-Test durchgeführt. Dazu ist direkt im Anschluss ein 
sogenannter post-hoc-Test nötig. In diesem Fall wurde der post-hoc-Test nach dem 
Bonferroni-Verfahren durchgeführt, um die Gruppen zu ermitteln, deren Ergebnis sich 
signifikant unterscheiden. Diese statistische Auswertungsmethode wurde zur Evaluierung 
der Daten der Körpergewichte, der Feuchtgewichte der Uteri, des infrarenalen 
Fettgewebes sowie des Serumleptin-Spiegels und des Plasmaglucose-Spiegels 
angewendet. Das Signifikanzniveau wurde hierfür wie folgt festgelegt:  
 
p ≤ 0,05  *  / #  leicht signifikant 
p ≤ 0,01  **  / ##  signifikant 
p ≤ 0,001  ***  / ### hoch signifikant 
 
Zur Evaluierung der Daten aus den Genexpressionsanalysen fand der Welch-t-Test 
Verwendung (208). Hierbei handelt es sich um einen parametrischen Test für zwei 
normalverteilte Stichproben mit unterschiedlichen Varianzen. Aufgrund geringer 
Organmengen, aus Praktikabilitäts- und Kostengründen, wurde die RNA der einzelnen 
Tiere einer Behandlungsgruppe gepoolt.  Daher zeigt die statistische Auswertung der 
Daten lediglich die Genauigkeit bzw. die Unterschiede in den einzelnen PCRs und nicht die 
Unterschiede der einzelnen Tiere. Das Signifikanzniveau wurde in diesem Fall auf  
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4. Ergebnisse 
Mit Hilfe der tierexperimentellen Studien TV 1 und TV 2 wurden jeweils zwei Mausmodelle 
verglichen und auf ihre östrogene Wirkung geprüft. In TV 1 wurde eine vergleichende 
Analyse unterschiedlicher Modelle der Östrogendefizienz hinsichtlich der Auswirkung 
einer Östrogenbehandlung durchgeführt. Dazu kam es zu einem Vergleich der genetisch 
östrogendefizienten ArKO-Mäuse mit den chirurgisch östrogendefizenten 
ovx WT-Wurfgeschwister. Anhand des TV 2 sollte geprüft werden, welchen Einfluss das 
Lebensalter der ArKO-Mäuse zu Beginn des Experiments auf die Östrogenresponivität in 
verschiedenen Organsystemen hat. Hierfür wurden die erfassten physiologischen und 
molekularen Parameter nach östrogener Behandlung von ArKO-Mäusen aus zwei 
Altersgruppen verglichen.  
Mittels der tierexperimentellen Studien TV 3 und TV 4 sollte zum einen die östrogene 
Wirksamkeit von E2 und pflanzlichen Sekundärmetaboliten mit östrogener Wirkqualität in 
der östrogendefizienten ArKO-Maus geprüft werden. Zum anderen sollte die Dauer der 
Behandlung mit E2 bzw. östrogenen Substanzen wie Raloxifen, Genistein und 8-PN, für 
die beobachtete Wirkqualität bewertet werden.  
Neben den physiologischen und biochemischen Parametern wurde auch die Regulation 
der Genexpression untersucht. Dabei wurden die Zielgene in Gruppen eingeteilt, die im 
Zusammenhang mit östrogener Responsivität stehen bzw. Verbindungen zum MetS 
aufweisen (Tab. 1.4 - 1.6). Die in den Experimenten zur Analyse verwendeten Primer sind 
in Tabelle 3.9 dargestellt.  
 
4.1 Vergleich der E2-Responsivität von WT- und ArKO-Mäusen mit Bezug zum MetS 
und menopausalen Symptomen (TV 1) 
In Veröffentlichungen wurde die Theorie aufgestellt, dass die ArKO-Maus ein adäquates 
Tiermodell zur Erforschung für die Behandlung der Folge, einer lebenslangen 
Östrogendefizienz darstellt (209–211). Der Zustand der Östrogendefizienz findet sich auch 
in postmenopausalen Frauen wider. Während bei der Frau aufgrund der nachlassenden 
endokrinen Funktion der Ovarien die E2-Produktion verringert wird und so in einen 
östrogendefizienten Zustand kommt, weist die ArKO-Maus durch die Deletion des 
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Cyp19-Genes einen Östrogenmangel auf. Als Folge wird für die ArKO-Maus eine massive 
Zunahme des Fettgewebes beschrieben (116). Diese phänotypischen Veränderungen 
werden generell dem Östrogenmangel zugeschrieben und wurden auch in ovx Tieren 
beobachtet.  
Es besteht somit die Möglichkeit, ein neues Modell zu etablieren, welches bei der Klärung 
von Fragen, die Östrogendefizienz betreffend, Aufschluss geben könnte. Bisher wird für 
die Beantwortung als Modell für Östrogendefizienz hauptsächlich die ovx Ratte, seltener 
auch die ovx Maus, als experimentelles Modell herangezogen.  
 
4.1.1 Vergleichende funktionelle Prüfung in einem genetischen und einem 
chirurgischen Modell der Östrogendefizienz 
Um die ArKO-Maus vergleichend mit WT-Mäusen hinsichtlich der östrogenen 
Responsivität zu charakterisieren, wurde eine Gruppe 80-Tage alter WT-Mäuse einer 
Kastration (ovx) unterzogen. Mit der Behandlung aller Gruppen gemäß Tabelle 3.1. wurde 
am 94. Lebenstag begonnen. Neben verschiedenen physiologischen und biochemischen 
wurden auch auf molekularer Ebene die Regulation der Genexpression bestimmt und 
ausgewertet.  
 
4.1.1.1 Einfluss der Östrogendefizienz auf das Körpergewicht  
Nach Beendigung der Behandlung konnte gezeigt werden, dass zwischen den 
vergleichbaren östrogendefizienten Gruppen ovx WT-Mäuse und Lösungsmittel 
behandelten (vt) ArKO-Mäusen ein signifikanter Unterschied des Körpergewichtes 
besteht (Abb. 4.1).  
Dabei sind die vt ArKO-Mäuse signifikant um das 1,3-fache schwerer als die ovx WT-Tiere. 
Ebenfalls konnte ein signifikanter Unterschied zwischen intakten vt WT und 
E2-substituierten ArKO-Mäusen dahingehend beobachtet werden, dass die 
E2-substituierten ArKO-Mäuse ein um das 1,1-fache signifikant schwereres Körpergewicht 





















4.1.1.2  Einfluss der Östrogendefizienz auf das Uterusfeuchtgewicht  
Um einen Einfluss von E2 auf das Wachstum des Uterus nachzuweisen, wurde das 
Gewicht der Uteri bestimmt (Abb. 4.2). Der Uterus, welcher ein „klassisches“ Zielorgan 
für exogenes und endogenes Östrogen ist, sollte unter Östrogeneinfluss eine Erhöhung 
im Feuchtgewicht aufweisen. Um eine bessere Vergleichbarkeit zu anderen Experimenten 
zu gewährleisten, wurden alle Organgewichte auf das Körpergewicht (g/kg) normalisiert. 
Auf die Darstellung der Absolutgewichte wurde verzichtet.  
Abbildung 4.2 zeigt die Einflüsse der beiden unterschiedlichen Modelle der 
Östrogendefizienz in Mausmodelle auf den Uterus (ovx WT-Maus und vt ArKO-Maus) und 
den Einfluss der Präsenz von Östrogenen (vt WT-Maus und ArKO E2). Die physiologisch 
vergleichbaren Gruppen ovx WT und vt ArKO unterscheiden sich signifikant. Die Uteri der 
vt ArKO-Mäuse sind dabei signifikant um das 3-fache leichter verglichen mit denen der 
WT-Mäuse. Dass endogenes Östrogen einen Einfluss auf das Uterusgewicht hat, zeigt der 
signifikante Unterschied, der innerhalb der WT-Gruppen vorliegt. Hier waren die Uteri der 
unter Östrogeneinfluss (vt WT) stehenden Tiere signifikant um das 6-fache schwerer als 














Abb. 4. 1  Körpergewicht (BW)  
Dargestellt ist das Körpergewicht von WT- und ArKO-Mäusen infolge einer subkutanen 
Applikation von vehicle bzw. E2 während eines uterotrophen Assay. Der Box Plot zeigt die 
10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) sowie die Minimal- und Maximalwerte.  
*p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01  
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Unterschied innerhalb der ArKO-Gruppen. In diesem Fall sind ebenfalls die Uteri der mit E2 
behandelten Tiere (ArKO E2) signifikant um das 3-fache schwerer als die der 















4.1.1.3  Einfluss der Östrogendefizienz auf den Serumleptin-Spiegel 
Signifikante Unterschiede im Serumleptin-Spiegel zwischen ArKO-Mäusen und 
WT-Mäusen wurden bereits in der Literatur beschrieben (115). So ist der 
Serumleptin-Spiegel in der vorliegenden Untersuchung bei den ArKO-Mäusen signifikant 
um das 2-fache höher als bei den vergleichbaren Gruppen der WT-Mäuse (Abb. 4.3). Im 
Vergleich der beiden Modelle treten keine signifikanten Unterschiede auf.  
Es ist allerdings ein Trend dahingehend erkennbar, dass die östrogendefizienten Tiere 
























Abb. 4. 2  Uterusfeuchtgewicht (UWW)  
Dargestellt ist das Uterusfeuchtgewicht von WT- und ArKO-Mäusen nach einem 
uterotrophen Assay gemäß Tab. 3. 1. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), 
den Median (+) sowie die Minimal- und Maximalwerte.  
***p ≤ 0,001 ##p ≤ 0,01; ###p ≤ 0,001  
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4.1.1.4  Einfluss der Östrogendefizienz auf den Plasmaglucose-Spiegel 
Bei der Bestimmung des Plasmaglucose-Spiegels wurden keine signifikanten 
Unterschiede zwischen dem WT-Mausmodell und dem ArKO-Mausmodell beobachtet. Es 
fällt allerdings auf, dass ein Trend vorhanden ist, bei dem die ArKO-Mäuse einen 
geringeren Plasmaglucose-Spiegel aufweisen im Vergleich zu den WT-Mäusen (Daten 
nicht gezeigt). 
 
4.1.2 Einfluss der Östrogendefizienz auf die Genexpression  
Um mögliche molekulare Mechanismen, die den beobachteten physiologischen und 
biochemischen Unterschieden zu Grunde liegen, aufzudecken und weiter zu 
charakterisieren, wurde das mRNA-Expressionsmuster von östrogensensitiven 
Markergenen, von Genen, die mit dem Metabolisches Syndrom (MetS ) verknüpft sind 
und von Genen, die eine mögliche molekulare Verbindung zwischen dem MetS und 
Östrogendefizienz darstellen, untersucht.  
In den folgenden Abschnitten sind die Abbildungen wie folgt aufgebaut: Im linken 
Abbildungsteil (Teil A) ist der mRNA-Spiegel (2-∆Ct) dargestellt. Dabei sind die Werte 
gegen das Housekeeping-Gen Rps18 normalisiert worden. Dieser Teil stellt somit die 
Abb. 4. 3  Serumleptin-Konzentration in pg/mL  
Dargestellt ist die Serumleptin-Konzentration in pg/mL von WT- und ArKO-Mäusen nach 
einem uterotrophen Assay gemäß Tab. 3. 1. *p ≤ 0,05  
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Unterschiede zwischen den jeweiligen östrogendefizienten Bezugsgruppen ovx WT und 
vt ArKO dar. Im rechten Teil der Abbildung (Teil B) wird die Genexpression von vt WT und 
ArKO E2 Mäusen im Bezug zu der jeweiligen östrogendefizienten Gruppen ovx WT und 
vt ArKO gezeigt (2-(ΔΔCt)).  
 
4.1.2.1 Uterus 
Östrogen vermittelt proliferative Reaktionen auf den Uterus über zwei verwandte aber 
trotzdem unterschiedliche Östrogenrezeptoren, Esr1 und Esr2 (72,212). Dabei ist der Esr1 
der vorherrschende Rezeptor im murinen Uterus, während der Esr2 zwar auch 
nachgewiesen ist, aber nur in geringeren Mengen vorkommt (212). Es konnte in Studien 
gezeigt werden, dass östrogeninduzierte Reaktionen im Uterus nicht nur über den 
klassischen Weg ausgelöst werden, sondern auch über den nicht klassischen (212). Wobei 
aber der klassische Weg für die Einlagerung von Wasser verantwortlich gemacht wird und 
es so zu einem erhöhten Uterusfeuchtgewicht unter E2-Einfluss kommt.  
 
Das mRNA-Expressionsmuster der Östrogenrezeptoren Esr1 und Esr2 im Uterus ist in 
Abbildung 4.4 dargestellt. Wie im Abbildungsteil A der Abbildung 4.4 zu sehen ist, 
unterscheiden sich die mRNA-Spiegel der Östrogenrezeptoren der WT- und ArKO-Mäuse 
dahingehend, dass die WT-Mäuse eine höhere Expressionsrate aufweisen als die 
ArKO-Mäuse. Dabei zeigt der Esr1 eine 2,3-fache signifikant erhöhte Expression verglichen 
zu den vt ArKO-Mäusen. 
Abbildung 4.4 (B) stellt behandlungsbedingte Unterschiede in der mRNA-Expression des 
Esr1 von WT- und ArKO-Mäusen dar. Die Expression des Esr1 wird zwar in beiden Modellen 
durch Östradiol signifikant verringert, lediglich die Ausprägung des Effektes ist im 
Vergleich zur östrogendefizienten Gruppe unterschiedlich. So lässt sich feststellen, dass 
die kontrollbehandelten WT-Mäuse eine 5-fach verringerte Expression des Esr1 aufweisen 
verglichen mit den E2-behandelten ArKO-Mäusen, deren Expression nur um das 2,5-fache 
verringert ist. Beim Esr2 hingegen ist eine inverse Regulation zwischen beiden 
Vergleichsgruppen nachgewiesen worden. Während bei den vt WT-Mäuse eine 5-fach 
Ergebnisse 
 
- 68 - 
 



















In Abbildung 4.5 ist das mRNA-Expressionsmuster etablierter Markergene zur 
Untersuchung von östrogeninduzierten Antworten dargestellt. Repräsentanten für diese 
Gruppe, die in diesem Versuch untersucht wurden, sind die Gene Progesteron Rezeptor 
(Pgr), Clusterin (Clu) und Lactoferrin (Ltf).  
Wie in Abbildung 4.5 (A) zu sehen ist, finden sich keine signifikanten Unterschiede bei den 
Expressionsspiegeln der untersuchten Gene im Uterus zwischen den östrogendefizienten 
Gruppen ovx WT und vt ArKO. Man kann lediglich einen Trend dahingehend erkennen, 
dass die ovx WT-Mäuse beim Pgr (1,5-fache) einen höheren mRNA-Basiswert aufweisen 
als die vt ArKO-Mäuse. Beim Ltf zeigen die ovx WT-Mäuse eine um das 3-fach verringerte 





































































































































Abb. 4. 4  Expression der Östrogenrezeptoren im Uterus  
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der östrogendefizienten Gruppen ovxWT und 
vt ArKO. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Esr1 und Esr2 in östrogenisierten Tieren 
(vt WT bzw. ArKO E2) und nicht östrogenisierten Tieren (ovx WT bzw. vt ArKO, horizontale 
Linie). 
Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung. *p≤0,05; #p<0,05 
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Aus Abbildung 4.5 (B) lässt sich entnehmen, dass die östrogenresponsiven Gene Pgr, Clu 
und Ltf in den vt WT-Mäusen generell eine erhöhte Expression aufweisen verglichen zu 
den ArKO E2 Mäusen. Dabei zeigte der Pgr in Gegenwart von Östradiol in den 
vt WT-Mäusen eine 2-fach verringerte Expression, wohingegen die ArKO E2-Mäuse eine 
10-fache Verringerung der mRNA-Expression aufwiesen. Clu und Ltf zeigten bei vt WT- und 
ArKO E2-Mäusen eine erhöhte mRNA-Expression verglichen zu den östrogendefizienten 
Tieren. Es konnte nachgewiesen werden, dass die mRNA-Expression in den vt WT-Mäusen 
für Clu um das 2,5-fache und für Ltf um das 30-fache erhöht ist. Die mRNA-Expression von 
Clu in den ArKO E2-Mäusen ist um das 1,5-fache, für Ltf um das 10-fache erhöht 
























































































































































































































Abb. 4. 5  Expression der östrogenregulierten Gene im Uterus  
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der östrogendefizienten Gruppen ovxWT und 
vt ArKO. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pgr, Clu und Ltf in östrogenisierten 
Tieren (vt WT bzw. ArKO E2) und nicht östrogenisierten Tieren (ovx WT bzw. vt ArKO, 
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Die mRNA-Expression für Gene, welche möglicherweise eine Verbindung zwischen dem 
MetS und einer Östrogendefizienz bilden, sind in Abbildung 4.6 dargestellt.  
Beispielhaft dafür sind der Peroxisomen-Proliferator-aktivierte-Rezeptor γ (Pparg), 
Interleukin 6 (Il6) und der Tumor-Nekrose-Faktor α (Tnfa) in Organproben aus diesem 
Tierversuch untersucht worden. Für alle drei Gene lässt sich feststellen, dass beide 
Modelle im Uterus ein ähnliches östrogenabhängiges Regulationsmuster der 
mRNA-Expressionsmuster aufweisen. So haben die ovx WT-Mäuse für Il6 eine signifikant                   

























































































































































































































Abb. 4. 6  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im Uterus  
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der östrogendefizienten Gruppen ovx WT und 
vt ArKO. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pparg, Il6 und Tnfa in östrogenisierten 
Tieren (vt WT bzw. ArKO E2) und nicht östrogenisierten Tieren (ovx WT bzw. vt ArKO, 
horizontale Linie).  
Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung. *p≤0,05 
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Die in Abbildung 4.6 (B) dargestellte Genexpression von vt WT und ArKO E2 Mäusen zeigt 
für den Tnfa in beiden Mausmodellen unter Östrogeneinfluss eine um das 3,3-fach 
niedrige Expression verglichen zu den östrogendefizienten Tieren. Ähnliches konnte auch 
für den Pparg nachgewiesen werden. Hier zeigte sich bei den vt WT-Mäusen ebenfalls 
eine 3,3-fach signifikant verringerte Expression. Bei den ArKO E2 Mäusen war die 
mRNA-Expression des Pparg nur um das 2-fache verringert, jeweils im Vergleich zu den 
östrogendefizienten Tieren.  
 
4.1.2.2  Gonadales Fettgewebe 
Schon während der Sektion fiel ein deutlicher Unterschied dahingehend auf, dass das 
Feuchtgewicht des Fettgewebes der ArKO-Mäuse im Vergleich zu den WT-Mäusen 
deutlich erhöht war. Diesen Effekt haben schon Jones et al. bereits beschrieben (115,116). 
Es konnte auch nachgewiesen werden, dass nach einer E2-Behandlung der ArKO-Mäuse 
das Gewicht des Fettgewebes geringer wurde. Aus diesem Grund erfolgte eine 
Untersuchung von mRNA-Spiegeln verschiedener östrogensensitiver Markergene. Weiter 
wurden aber auch Gene untersucht, die in Verbindung zum MetS stehen bzw. eine 
theoretische molekulare Verbindung zwischen dem MetS und einer Östrogendefizienz 
herstellen. 
 
Wie in Abbildung 4.7 (A) zu sehen ist sind die Unterschiede der basalen 
Expressionsspiegel von Esr1 und Esr2 in beiden Mausmodellen marginal.  
Der quantitative Nachweis der mRNA-Expression von Esr1 zeigt ein heterogenes 
Regulationsmuster (Abb. 4.7 (B)). Während die vt WT-Mäusen keine Veränderung des Esr1 
in Abhängigkeit von Östradiol zeigen, wird die Expression des Esr1 in den ArKO E2 Mäusen 
um das 1,5-fache erhöht, jeweils im Vergleich zu den östrogendefizienten Gruppen. Beim 
Esr2 hingegen zeigt sich ebenfalls keine Veränderung der Regulation in Folge des 
Östradiols in der vt WT-Gruppe, aber eine verringerte mRNA-Expression in der ArKO E2 
























Die Expressionsspiegel der Gene, die eine Verbindung zwischen dem MetS und einer 
Östrogendefizienz bilden, sind in Abbildung 4.8 dargestellt. Mit Abbildung 4.8 (A) wird 
gezeigt, dass die Unterschiede in der mRNA-Expression des Pparg zwischen den beiden 
Mausmodellen im gonadalen Fettgewebe marginal sind. Für Il6 wurde allerdings eine 
signifikant  3-fache höhere, für Tnfa eine 30-fache höhere basale Expression in den ArKO-
Mäusen im Vergleich zu den WT-Mäusen festgestellt.  
Mit der in Abbildung 4.8 (B) dargestellten Genexpression kann gezeigt werden, dass bei 
allen drei Genen (Pparg, Il6 und Tnfa) die vt WT-Mäuse höhere Expressionsspiegel 
aufweisen als die ArKO E2 Mäuse. Die unter Östrogeneinfluss stehenden vt WT-Tiere 
zeigen in der Regulation von Pparg keine Änderung in Abhängigkeit von Östradiol, 
während die ArKO E2 Mäuse im Vergleich zu den Kontrolltieren eine um das 2-fache 
verringerte Expression aufweisen. Für Il6 konnte in beiden Modellen eine erhöhte 









































































































































Abb. 4. 7  Expression der Östrogenrezeptoren im gonadalen Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der östrogendefizienten Gruppen ovx und vt 
ArKO. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Esr1 und Esr2 in östrogenisierten Tieren (vt 
WT bzw. ArKO E2) und nicht östrogenisierten Tieren (ovx WT bzw. vt ArKO, horizontale 
Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung. *p≤0,05 
Ergebnisse 
 
- 73 - 
 
von Il6 in den unter Östrogeneinfluss stehenden WT-Mäusen um das 1,16-fache höher 
verglichen zu den ArKO E2 Mäusen. Im Regulationsmuster des Tnfa kann man ein inverses 
östrogenes Regulationsmuster zwischen den vt WT-Mäusen und den ArKO E2 Tieren 
beobachten. So zeigt sich eine 1,5-fach höhere Expression des Tnfa in den vt WT-Mäusen, 
während die Expressionsspiegel in den ArKO E2 Mäusen um das 2-fache niedriger war als 




























































































































































































































Abb. 4. 8  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im gonadalen Fettgewebe  
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der östrogendefizienten Gruppen ovx WT und 
vt ArKO. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pparg, Il6 und Tnfa in östrogenisierten 
Tieren (vt WT bzw. ArKO E2) und nicht östrogenisierten Tieren (ovx WT bzw. vt ArKO, 
horizontale Linie).  
Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung. *p≤0,05; #≤0,05 
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Die Expression der Gene, die einen Zusammenhang mit der Pathogenese des MetS 
aufweisen, wie Leptin (Lep), Leptin Rezeptor (Lepr) und Insulinrezeptor (Insr), wurde 
ebenfalls im Rahmen dieses Tierversuches im gonadalen Fettgewebe untersucht 
(Abb. 4.9).  
So zeigten sich in der basalen Expression dieser Gene (Abb. 4.9 (A)) Unterschiede in 
Abhängigkeit vom Modell. Während beim Lep die basale Expression in den ArKO-Mäusen 
1,5-fach höher ist als bei den ovx WT-Mäusen, zeigten der Lepr eine 12-fache und der Insr 





















































































































































































































Abb. 4. 9  Expression der Gene, die mit dem MetS verbunden sind, im gonadalen 
Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der östrogendefizienten Gruppen ovx WT und 
vt ArKO. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Lep, Lepr und Insr in östrogenisierten 
Tieren (vt WT bzw. ArKO E2) und nicht östrogenisierten Tieren (ovx WT bzw. vt ArKO, 
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Wie in Abbildung 4.9 (B) zu sehen ist, sind die relativen Expressionsspiegel im gonadalen 
Fettgewebe für Lep in den unter Östrogeneinfluss stehenden Tieren in beiden Modellen 
um das 1,5-fache erhöht. Eine erhöhte mRNA-Expression durch E2-Einfluss konnte auch für 
den Insr nachgewiesen werden. Dabei sind die Werte gemessen in den vt WT-Mäusen um 
das 3-fache, die in den ArKO E2 Mäusen um das 2-fache erhöht. Eine verringerte 
Expression wurde für den Lepr nachgewiesen, hierbei wurde in den ArKO E2 Mäusen eine 
5-fach verringerte Expression im gonadalen Fettgewebe gefunden im Vergleich zu den 
vt ArKO-Mäusen.   
 
4.2 Einfluss des Lebensalters auf die östrogene Responsivität (TV 2) 
Der Alterungsprozess ist oft verbunden mit Gewichtszunahme durch Veränderung des 
Stoffwechsels einschließlich der Zunahme des Körperfettes. Mit der zweiten 
tierexperimentellen Studie (TV 2) sollte die Auswirkung des Alters auf die 
Östrogenresponsivität untersucht werden. Dazu wurden die ArKO-Mäuse mit 
unterschiedlichem Lebensalter mit Östradiol und dem Soja-Isoflavonoid Genistein 
behandelt. Untersucht wurden der Uterus als Zielorgan aus dem Reproduktionstrakt und 
das Fettgewebe als stoffwechselaktives Organ. 
 
4.2.1 Einfluss des Alters auf physiologische und biochemische Parameter in der 
ArKO-Maus 
Dass die ArKO-Maus eine altersassoziierte Adipositas entwickelt, wurde bereits durch 
Jones et al. beschrieben (116). Es wurde dort gemutmaßt, dass es durch die 
Östrogendefizienz zu einer Akkumulation des abdominellen Fettgewebes kommt (116), 
da ein Östrogenmangel zu einer erhöhten Expression des im Hypothalamus gebildeten 
Neuropetid Y kommt  (213).   
 
4.2.1.1 Einfluss des Alters auf das Körpergewicht von ArKO-Mäusen 
Nach der Erfassung der Körpergewichte wurde, wie in Abbildung 4.10 dargestellt, eine 
deutliche Abhängigkeit vom Alter sichtbar. So sind jeweils die zwölf Monate alten Tiere in 
der Kontroll- und den Behandlungsgruppen signifikant schwerer als ihre drei Monate 
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alten Pendants. Es konnte ebenfalls ein substanzspezifischer Effekt auf das 
Körpergewicht gezeigt werden. Während in der Kontrollgruppe wie auch in der 
E2-behandelten Gruppe die zwölf Monate alten Tiere eine Gewichtszunahme um das 
1,2-fache aufweisen, konnte nach der Behandlung mit Genistein eine Gewichtszunahme 















4.2.1.2 Einfluss des Alters auf die Östradiolempfindlichkeit im Uterus von ArKO-Mäusen 
Zur Überprüfung altersabhängiger Unterschiede in den Uteri wurde nach der 
Kontrollbehandlung und nach den Behandlungen mit E2 bzw. Genistein das 
Uterusfeuchtgewicht bestimmt. Signifikante Unterschiede zwischen den beiden 
Altersgruppen lassen sich nur in den kontrollbehandelten Gruppen nachweisen 
(Abb. 4.11). So konnte gezeigt werden, dass das relative Uterusfeuchtgewicht der drei 
Monate alten Mäuse signifikant um das 2,5-fache schwerer ist verglichen mit ihren zwölf 
Monate alten Pendants. Ein deutlich signifikanter Unterschied, verglichen mit den 
jeweiligen kontrollbehandelten Gruppen, konnte nach der E2-Behandlung in beiden 
Altersgruppen nachgewiesen werden. Hier war das Uterusfeuchtgewicht nach der 





















Abb. 4. 10  Körpergewicht (BW)  
Dargestellt ist das Körpergewicht der ArKO-Mäuse infolge einer subkutanen 
Applikation von vehicle, E2, Genistein (Gen) während eines uterotrophen Assay. Der 
Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) sowie die Minimal-
und Maximalwerte. bezogen auf vt ArKO: *p ≤ 0,05; bezogen auf die drei Monate 
alten ArKO- Mäuse:  #p ≤ 0,05; ###p ≤ 0,001  
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ArKO-Mäusen um  das 6-fache signifikant schwerer, bei den zwölf Monate alten Tieren 
um das 6,2-fache  signifikant schwerer. Kein altersbedingter Unterschied wie auch kein 
Einfluss der Prüfsubstanzen ließen sich nach der Behandlung mit Genistein beobachten. 
Im Trend lässt sich zwar erkennen, dass die zwölf Monate alten ArKO-Mäuse einen 
leichteren Uterus haben, dieser Unterschied konnte aber nicht mit einer statistischen 
Signifikanz bestätigt werden. Verglichen mit den kontrollbehandelten ArKO-Mäusen 

















4.2.1.3 Einfluss des Alters auf das Feuchtgewicht des infrarenalen Fettgewebes von 
ArKO-Mäusen mit und ohne Östradiolbehandlung 
Wie in Abbildung 4.12 zu sehen ist, konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen 
den Kontroll- oder E2 behandelten ArKO-Mäusen beobachtet werden. Ein signifikanter 
Unterschied wurde aber nach der Behandlung mit Genistein festgestellt. In diesem Fall 

























Abb. 4. 11  Uterusfeuchtgewicht (UWW)  
Dargestellt ist das Uterusfeuchtgewicht der ArKO-Mäuse nach einem uterotrophen Assay 
gemäß Tab. 3. 2.Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) sowie 
die Minimal- und Maximalwerte. bezogen auf vt ArKO: ***p ≤ 0,001; bezogen auf die drei 
Monate alten ArKO- Mäuse:  #p ≤ 0,05  
Ergebnisse 
 
- 78 - 
 



















4.2.1.4 Einfluss des Alters auf den Serumleptin-Spiegel von ArKO-Mäusen 
Wie in Abbildung 4.13 zu erkennen ist, wurden keine signifikanten Unterschiede 
































Abb. 4. 12 Feuchtgewicht des infrarenales Fettgewebes (infr. AT WW)  
Dargestellt ist das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes von ArKO-Mäusen nach einem 
uterotrophen Assay gemäß Tab. 3. 2. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), 
den Median (+) sowie die Minimal- und Maximalwerte. bezogen auf die drei Monate alten 
ArKO- Mäuse:  #p ≤ 0,05 verwendet. 
Abb. 4. 13  Serumleptin-Konzentration in pg/mL  
Dargestellt ist die Serumleptin-Konzentration in ArKO-Mäuse nach einem uterotrophen 
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Allerdings fällt auf, dass der Serumleptin-Spiegel der zwölf Monate alten Tiere im Trend 
höher ist als im Vergleich zu den drei Monate alten Mäusen. Besonders sticht der Wert 
der zwölf Monate alten mit Genistein behandelten Tiere hervor. Dieser Wert ist in den 
zwölf Monate alten Tieren um das 20-fache höher als in den drei Monate alten mit 
Genistein behandelten ArKO-Mäusen. 
 
4.2.1.5 Einfluss des Alters auf den Plasmaglukose-Spiegel von ArKO-Mäusen 
Als ein weiterer biochemischer Marker wurde der Plasmaglukose-Spiegel gemessen. 
Zwischen den jeweiligen Behandlungsgruppen sowie zwischen den beiden Altersgruppen 
konnten keine signifikanten Unterschiede nachgewiesen werden. Es fällt allerdings auf, 
dass die älteren Tiere generell einen leicht höheren Wert haben verglichen mit den drei 
Monate alten Tieren (Daten nicht gezeigt). 
 
4.2.2 Einfluss des Lebensalters auf die Genexpression  
Ausgehend von den physiologischen und biochemischen Daten stellte sich die Frage, ob 
sich altersabhängige Veränderungen in der Regulation der Expression von Markergenen 
im Uterus und im Fettgewebe nachweisen lassen. 
In den folgenden Abschnitten sind die Abbildungen wie folgt aufgebaut, im linken Teil (A) 
ist der mRNA-Spiegel (2-∆Ct) dargestellt. Dabei sind die Werte gegen das 
Housekeeping-Gen Rps18 normalisiert. Dieser Abbildungsteil stellt somit die 
Grundexpression beider untersuchten kontrollbehandelten Altersgruppen von drei und 
zwölf Monaten dar. Im rechten Teil der Abbildung (B) wird die Genexpression nach der 
Behandlung der entsprechenden Altersgruppe im Bezug zu der gleichaltrigen 
unbehandelten vt ArKO Gruppe gezeigt (2-(ΔΔCt)).  
 
4.2.2.1 Uterus 
Wie schon durch das Uterusfeuchtgewicht festgestellt wurde, war in den zwölf Monate 
alten vt ArKO-Mäusen der Uterus signifikant leichter als bei den drei Monate alten 
ArKO-Mäusen (Abb. 4.11). Um die molekulare Grundlage dieser Veränderung näher zu 
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charakterisieren, wurden Genexpressionsanalysen mit organspezifischen Markergenen 
durchgeführt.  
 
In Abbildung 4.14 sind die relativen mRNA-Spiegel der Östrogenrezeptoren, welche durch 
Östrogen reguliert werden, dargestellt.  
Wie in Abbildung 4.14 (A) zu sehen ist, unterschieden sich die Spiegel für Esr1 und Esr2 der 
drei und zwölf Monate alten ArKO-Mäuse deutlich. Beim Esr1 wiesen die zwölf Monate 
alten Tiere einen signifikant über 40-fach höheren mRNA-Basiswert auf. Anders verhielt 




















Nach der jeweiligen Behandlung mit E2 und Genistein zeigte sich der Altersunterschied 
zum Teil noch deutlicher, wie in Abb. 4.14 (B) zu sehen ist. So konnte nachgewiesen 
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Abb. 4. 14  Expression der Östrogenrezeptoren im Uterus  
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vt-behandelten Tiere im Alter von drei bzw. 
zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Esr1 und Esr2 in E2 bzw. Genistein 
(Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-behandelten 
Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung. Bezogen 
auf vt ArKO: *p≤0,05; bezogen auf die drei Monate alten ArKO-Mäuse: #p<0,05 
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werden, dass nach einer E2-Behandlung die Expression des Esr1 in drei Monate alten 
Tieren um das 2,5-fache und beim Esr2 die Expression in zwölf Monate alten Tieren um 
das 6-fache erhöht war im Vergleich zu den unbehandelten Tieren. Im Fall des Esr1 konnte 
sogar festgestellt werden, dass es zu einer altersabhängig inversen Regulation kam. In 
diesem Fall war eine erhöhte Expression des Esr1 mRNA-Spiegels in den drei Monate alten 
Tieren nach der E2-Behandlung beobachtet worden, während er in den zwölf Monate 
alten Tieren 2-fach herunterreguliert wurde, jeweils bezogen auf die Kontrollbehandlung. 
Dieser Unterschied ist sogar signifikant. Durch die Genisteinbehandlung konnte für den 
Esr1 keine veränderte Regulation gezeigt werden gleich welchen Alters die Tiere waren. 
Beim Esr2 zeigte sich ein ähnliches Expressionsmuster nach der Genisteinbehandlung wie 
es nach der E2-Behandlung beobachtet wurde, die zwölf Monate alten Tiere zeigten eine 
2-fach höhere Expression im Vergleich zu den drei Monate alten Tieren wie auch zu den 
Kontrolltieren.  
 
Die östrogeneregulierten Markergene Pgr und Ltf wiesen eine ähnliche basale Expression 
auf (Abb. 4.15 (A)). Bei beiden Genen hatten die drei Monate alten Tiere eine 5-fach 
höhere mRNA-Expression verglichen mit den zwölf Monate alten Tieren. Bei Clu hingegen 
wiesen die zwölf Monate alten Tiere eine 1,5-fache höhere mRNA-Expression auf 
verglichen mit den drei Monate alten Tieren. Allerdings enthält keine dieser 
Beobachtungen Werte von statistischer Signifikanz.  
Die mRNA-Expression des Pgr, als östrogenreguliertes Gen, wurde nach der Behandlung 
mit E2 in den drei Monate alten Tieren um das 1,5-fache erhöht, während bei den zwölf 
Monate alten Tieren in Folge der Behandlung keine Veränderung eintrat verglichen mit 
den Kontrolltieren (Abb. 4.15 (B)). Nach der Behandlung mit Genistein allerdings konnte 
eine signifikant 10-fach verringerte Expression der Pgr mRNA in den drei Monate alten 
ArKO-Mäusen, im Vergleich zu den Kontrolltieren, festgestellt werden. Die 
mRNA-Expression des Pgr der zwölf Monate alten ArKO-Mäuse ist im Vergleich zu den 
Kontrolltieren um das 1,2-fache  erhöht. Der Unterschied zwischen den drei und zwölf 
Monate alten Tieren ist statistisch signifikant. Beim Ltf kam es nach einer E2 Substitution 
in beiden Altersgruppen zu erhöhten Expressionsspiegeln verglichen mit den 
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Kontrollgruppen (Abb. 4.15 (B)). Dabei liegt die Expression des Ltf signifikant 12-fach 
höher in den zwölf Monate alten Tieren verglichen mit den drei Monate alten Tieren. 
Nach der Genisteinbehandlung zeigte sich im Gegensatz zur E2-Behandlung eine 
niedrigere mRNA-Expression des Ltf in beiden Altersgruppen im Vergleich zu den 
Kontrollgruppen. Hier zeigten die drei Monate alten Tiere für das Gen Ltf im Uterus eine 























Neben einem Substanzeffekt konnte bei der mRNA-Expression des Gens Clu auch ein  
altersbedingter Regulationsunterschied gezeigt werden. In beiden Altersgruppen konnte 
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Abb. 4. 15  Expression der östrogenregulierten Gene im Uterus   
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pgr, Ltf und Clu in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
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zwar nach einer E2-Behandlung eine erhöhte mRNA-Expression von Clu beobachtet 
werden, aber die uterine mRNA der zwölf Monate alten Tiere wurde um das 1,3-fache 
höher reguliert. Nach der Behandlung mit Genistein wurde zwar für beide Altersgruppen 
eine signifikant niedrigere mRNA-Expression festgestellt, diese zeigte aber keine 
altersabhängigen Unterschiede (Abb. 4.15 (B)). 
 
Gene, die eine Verbindung der Östrogendefizienz mit dem MetS aufweisen, werden in der 
Abbildung 4.16 dargestellt. Die drei Monate alten ArKO-Mäuse zeigten in der                       
mRNA-Expression für die Gene Pparg (8-fach) und Tnfa (12-fach) eine erhöhte basale 
Expression verglichen zu den zwölf Monate alten Tieren (Abb. 4. 16 (A)). Für Il6 hingegen 
konnte eine 8-fach höhere Expression in der uterinen mRNA der zwölf Monate alten Tiere 
gegenüber den drei Monate alten ArKO-Mäusen gezeigt werden.  
Bei Pparg und Tnfa ist ein altersspezifisches Muster der östradiolabhängigen 
Genexpression zu erkennen (Abb. 4.16 (B)). So zeigte die mRNA-Expression des Pparg im 
Uterus der zwölf Monate alten ArKO-Mäusen eine signifikant 4-fache höhere 
mRNA-Expression verglichen zu der mRNA-Expression im Uterus der drei Monate alten 
Tiere gleicher Behandlung. Im Vergleich zu den Kontrolltieren zeigte die 
mRNA-Expression im Uterus der drei Monate alten ArKO-Mäuse nach der Behandlung mit 
E2 (2,5-fach) bzw. Genistein (5-fach) eine niedrigere Expression für den Pparg. In den Uteri 
der zwölf Monate alten Tiere hingegen wurde für den Pparg nach der E2-Behandlung eine 
um das 1,2-fache erhöhte Expression im Vergleich zu den Kontrollen nachgewiesen. Damit 
liegt für den Pparg nach der E2-Behandlung eine inverse Regulation seiner 
mRNA-Expression in Abhängigkeit des Alters vor. Eine Geneisteinbehandlung hingegen 
resultiert im Uterus beider Altersgruppen in einer verringerten mRNA-Expression des 
Pparg verglichen mit den Kontrolltieren. Allerdings wurde der Pparg im Uterus der drei 
Monate alten Tiere signifikant 8-fach niedriger exprimiert als in den zwölf Monate alten 
Tieren. 
Nach der Behandlung mit E2 bzw. Genistein zeigte der Tnfa im Uterus der drei Monate 
alten ArKO-Mäuse jeweils eine um das 15-fache bzw. 6-fache Hochregulation der 
mRNA-Spiegel verglichen mit den Kontrolltieren. Die zwölf Monate alten Tiere zeigten 
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hingegen eine Herunterregulation der mRNA im Uterus verglichen mit den Kontrolltieren. 
Im Fall von Tnfa kann man also von einem invertierten östrogenen Regulationsmuster in 























Die Regulation der Expression von Il6 zeigt ein wesentlich uneinheitlicheres Bild 
(Abb. 4.16 (B)). Während nach der Behandlung mit E2 bei den drei Monate alten Tieren 
kaum von einer Veränderung der Regulation nach E2-Behandlung gesprochen werden 
kann, konnte für die zwölf Monate alten Tiere eine 4-fach erhöhte mRNA-Expression des 
Il6 im Vergleich zu Spiegeln der Uteri der Kontrolltiere nachgewiesen werden. Im 
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Abb. 4. 16 Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und Östrogendefizienz 
im Uterus 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pparg, Il6 und Tnfa in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung. 
Bezogen auf vt ArKO: *p≤0,05; bezogen auf die drei Monate alten ArKO-Mäuse: #p<0,05 
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Gegensatz dazu wurde nach der Behandlung mit Genistein eine 2-fach höhere Expression 
in den drei Monate alten Tieren, aber eine 2-fach niedrigere Expression in den zwölf 
Monate alten Tieren jeweils im Vergleich zu den Kontrolltieren festgestellt.  
 
4.2.2.2  Gonadales Fettgewebe 
Der Nachweis der Östrogenresponsivität im Fettgewebe wurde über die Regulation der 
mRNA der Östrogenrezeptoren geführt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.17 dargestellt.  
Die basalen Expressionsspiegel, wie in Abbildung 4.17 (A) zu sehen, zeigten deutliche 
altersbedingte Unterschiede. So zeigten die drei Monate alten Tiere eine 9-fach höhere 
Expression des Esr1 im gonadalen Fettgewebe als bei den zwölf Monate alten 
ArKO-Mäusen. Die Expression des Esr2 hingegen war in den drei Monate alten Tieren über 
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Abb. 4. 17 Expression der Östrogenrezeptoren im gonadalen Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Esr1 und Esr2 in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und 
vehicle-behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als 
Durchschnittswert ± Standardabweichung. Bezogen auf vt ArKO: *p≤0,05; bezogen auf die 
drei Monate alten ArKO-Mäuse: #p<0,05 
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Nach der Behandlung mit E2 bzw. Genistein konnte ebenfalls ein altersbedingter 
Unterschied der Regulation der Expression erkannt werden (Abb. 4.17 (B)). So resultiert 
eine E2-Behandlung bei Esr1 in einer signifikant 1,6-fachen höheren mRNA-Expression im 
gonadalen Fettgewebe zwölf Monate alter ArKO-Mäusen verglichen mit drei Monate 
alten Tieren. Im gonadalen Fettgewebe wurde nach der E2-Behandlung bei den drei 
Monate alten Mäusen keine Veränderung des Expressionsmuster des Esr1 zu den 
Kontrolltieren beobachtet. Während aber im gonadalen Fettgewebe der zwölf Monate 
alten Tiere verglichen mit den Kontrolltieren sich eine 1,5-fach höhere Expression zeigte. 
Nach der Behandlung mit Genistein ist ein Trend dahingehend zu beobachten, dass es zu 
einer 1,5-fachen Erhöhung der mRNA von Esr1 in den drei Monate alten Tieren kommt, 
während sich keine Veränderung nach E2-Gabe in den zwölf Monate alten Tieren zeigte. 
Für den Esr2 zeigte sich ein Substanzeffekt, während bei den Behandlungsgruppen nach 
der E2-Behandlung 2-fach niedrigere mRNA-Spiegel nachgewiesen werden konnten, 
stellte sich in Folge der Genisteinbehandlung keine veränderte Regulation der Expression, 
bezogen auf die Kontrollgruppen, ein. 
 
Gene, die mit der Pathogenese des MetS assoziiert sind, sind unter anderem Lep und Lepr 
(Abb. 4.18). Bei beiden Genen fällt auf, dass jeweils die basale Expression im gonadalen 
Fettgewebe der drei Monate alten ArKO-Mäuse höher ist im Vergleich zu der im 
Fettgewebe zwölf Monate alter Tiere (Abb.4.18 (A)). Dabei wurde Lep in den drei Monate 
alten Tieren um das 3-fache und der Lepr um das 7-fache höher exprimiert als in den zwölf 
Monate alten Tieren.  
Durch die Behandlung mit E2 sowie mit Genistein wurde analog zu der basalen Expression 
eine Erhöhung der Expression der mRNA von Lep und Lepr in den drei Monate alten 
Tieren verglichen zu den älteren Tieren identifiziert (Abb. 4.18 (B)). Für Lep konnte jeweils 
verglichen mit der Kontrollgruppe eine 5-fach höhere mRNA-Expression nach der 
Behandlung mit E2 und eine 30-fach höhere Expression nach der Behandlung mit 
Genistein im gonadalen Fettgewebe der drei Monate alten Tieren nachgewiesen werden. 
Beim Lepr zeigte sich verglichen zu der Kontrollgruppe eine 2-fach höhere Expression 
nach der E2-Behandlung und eine 5-fach höhere Expression nach der Genisteinbehandlung 
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bei den drei Monate alten Tieren. Die zwölf Monate alten Tiere zeigten nach der 
Behandlung mit E2 bzw. Genistein kein verändertes Expressionsmuster im Vergleich zu 
den Kontrolltieren. Ähnlich war die Situation im gonadalen Fettgewebe zwölf Monate 




















Im Zusammenhang mit dem TV 2 wurden auch  die Gene Pparg, Tnfa und Il6 im gonadalen 
Fettgewebe untersucht (Abb. 4.19).  
Den Genen Pparg und Il6 ist gemein, dass das gonadale Fettgewebe drei Monate alter 
ArKO-Mäuse verglichen mit dem der zwölf Monate alten Tiere eine höhere basale 
Expression aufwies (Abb. 4.19 (A)). Für Pparg ist dieser 2,5-fache Unterschied statistisch 
signifikant. Für Tnfa zeigte sich hinsichtlich des Alters kein Unterschied bezüglich der 
basalen mRNA-Expression.  
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Abb. 4. 18  Expression der Gene mit Verbindung zur Pathogenese des MetS im gonadalen 
Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der kontrollbehandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Lep und Lepr in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
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In beiden Behandlungsgruppen wurde die mRNA des Pparg im gonadalen Fettgewebe 
drei Monate alter Tiere verglichen mit den zwölf Monate alten ArKO-Mäusen um das 
1,5-fache höher exprimiert. Weiterhin konnte altersabhängig ein inverses Muster der 
Regulation der Expression von Pparg durch E2 festgestellt werden, die drei Monate alten 
Tiere zeigten im Vergleich zu den Kontrolltieren  eine erhöhte, die zwölf Monate alten 
Tiere eine verringerte Expression des Pparg im gonadalen Fettgewebe von beiden 























Abb. 4. 19  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im gonadalen Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pparg, Tnfa und Il6 in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
Standardabweichung. Bezogen auf vt ArKO: *p≤0,05; bezogen auf die drei Monate alten 
ArKO-Mäuse: #p<0,05 
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Die Regulation der mRNA-Expression des Tnfa wies eine 1,6-fach verringerte 
Expressionsrate nach der Behandlung mit E2 in beiden Altersgruppen aus verglichen mit 
den Kontrolltieren (Abb. 4.19 (B)). Die Behandlung mit Genistein resultierte in einer 
2,5-fach geringeren mRNA-Expression des Tnfa bei den drei Monate alten Tieren, 
während es keine Veränderung in Folge der E2-Behandlung bei den zwölf Monate alten 
Tieren gab. Ähnlich verhielt es sich auch für die östrogene Regulation der Expression des 
Genes Il6. Beide Behandlungen resultierten in einer verringerten Expression der Il6 mRNA. 
Allerdings zeigte das Ausmaß der Herunterregulation altersbedingte Unterschiede. So 
zeigten die zwölf Monate alten Tiere im Vergleich zu den drei Monate alten Mäusen nach 
der E2-Behandlung eine 1,2-fach höhere Il6-mRNA-Expression im gonadalen Fettgewebe. 
Die Behandlung mit Genistein resultiert in einer 3-fach höheren Expression des Il6 
ebenfalls im gonadalen Fettgewebe zwölf Monate alter Tiere. 
 
4.2.2.3  Infrarenales Fettgewebe 
Zusätzlich zu den physiologischen Parametern (Abb.4.12) wurde im TV 2 ebenfalls die 
mRNA-Expression im infrarenalen Fettgewebe der beiden Altersgruppen untersucht.  
Die mRNA-Spiegel beider Östrogenrezeptoren zeigten eine höhere basale Expression im 
infrarenalen Fettgewebe der drei Monate alten ArKO-Mäuse. Dabei waren die Spiegel des 
Esr1 etwa um das 20-fache und der Esr2 um das 4-fache in den drei Monate alten Tieren 
höher exprimiert als bei den zwölf Monate alten Tieren (Abb. 4.20 (A)).  
Im infrarenalen Fettgewebe konnte sowohl in den E2-behandelten Tiere als auch mit den 
Genistein behandelten Tiere eine verringerte Expression der mRNA oder keine 
Veränderung des Esr1 mRNA-Spiegels nach Hormongabe verglichen zu den mRNA-
Spiegeln in den Kontrolltieren gezeigt werden (Abb. 4.20 (B)). Im Vergleich der beiden 
Altersgruppen trat eine Umkehrung des Regulationsmusters der mRNA des Esr1 auf. 
Hierbei war die mRNA-Expression des Esr1 nach der E2-Behandlung im infrarenalen 
Fettgewebe zwölf Monate alter Tiere um das 1,7-fach höher exprimiert als in den drei 
Monate alten Tieren. Die Genisteinbehandlung resultierte in einer 3-fach höheren 
Expression des Esr1 im infrarenalen Fettgewebe zwölf Monate alter Tiere verglichen zu 
drei Monate alter ArKO-Mäusen (Abb. 4.20 (B)). 
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Die relative Expression des Esr2 zeigte nach der Behandlung mit E2 eine 2-fach niedrigere 
Expressionsrate im infrarenalen Fettgewebe beider Altersgruppen verglichen mit dem 
der Kontrolltiere. Die Regulation der mRNA-Expression des Ers2 nach der 
Genisteinbehandlung war im infrarenalen Fettgewebe drei Monate alten ArKO-Mäusen 
signifikant um das 10-fache herunterreguliert verglichen mit den Kontrolltieren. Der Esr2 
zeigte im infrarenalen Fettgewebe zwölf Monate alter Tiere nach der 
Genisteinbehandlung hingegen eine 2-fach erhöhte Expression.  
 
Die mRNA-Expression der Gene, die für das MetS charakteristisch, sind zeigte bezüglich 
der basalen Expression ein deutlich altersabhängiges Muster. So wurde Lep im 
infrarenalen Fettgewebe zwölf Monate alter ArKO-Mäuse 30-fach höher exprimiert 
gefunden als in den drei Monate alten Tieren (Abb. 4.21 (A)). Auch der Lepr (5-fach) und 
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Abb. 4. 20  Expression der Östrogenrezeptoren im infrarenalen Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Esr1 und Esr2 in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
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der Insr (300-fach) zeigen in den zwölf Monate alten Tieren einen deutlich höheren  
basalen Expressionsspiegel verglichen zu dem der drei Monate alten Tiere (Abb. 4.21 (A)). 























Nach der Behandlung mit E2 bzw. Genistein konnte für Lep und Insr altersabhängig eine 
Umkehrung der östrogenen Regulation der mRNA-Expression beobachtet werden. Dabei 
zeigt die Expression von Lep im infrarenalen Fettgewebe drei als auch zwölf Monate alter 
Tiere nach der E2-Behandlung keine biologisch relevante Veränderung im Vergleich zu den 
















































L e p r





























































































Abb. 4. 21 Expression der Gene mit Verbindung zur Pathogenese des MetS im 
infrarenalen Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Lep, Lepr  und Insr in E2 bzw. 
Genistein (Gen) behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
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Tiere beider Behandlungen eine 1,5-fach höhere Expression des Lep als bei den drei 
Monate alten Tieren vorlag (Abb. 4.21 (B)). Die relative Expression des Insr im infrarenalen 
Fettgewebe ist in beiden Behandlungsgruppen der drei Monate alten ArKO-Mäuse im 
Vergleich zu den Kontrolltieren nicht verändert. Wohl aber zeigte sich im infrarenalen 
Fettgewebe der zwölf Monate alten Tiere für beide Behandlungsgruppen eine 3-fach 
höhere Expression des Insr im Vergleich zu den Kontrolltieren (Abb. 4.21 (B)). Die 
E2-Behandlung resultiert für den Lepr in beiden Altersgruppen in keiner Veränderung der 
mRNA-Spiegel im infrarenalen Fettgewebe verglichen zu den Kontrolltieren. Eine 
Abhängigkeit der Regulation der Expression des Lepr konnte nach der Behandlung mit 
Genistein gezeigt werden. Das infrarenale Fettgewebe beider Altersgruppen zeigte eine 
verringerte Expression der Lepr mRNA nach der Genisteinbehandlung im Vergleich zu den 
Kontrolltieren, aber die mRNA dieses Gens im infrarenalen Fettgewebe drei Monate alter 
Tiere wurde um das 6-fache niedriger exprimiert als die im entsprechenden Gewebe zwölf 
Monate alter ArKO-Mäuse.  
 
Bei der Betrachtung des mRNA-Expressionsprofils für Pparg konnte gezeigt werden, dass 
es keine Altersunterschiede in der basalen Expression nachzuweisen war (Abb. 4.22 (A)). 
Die basale Expression von Il6 und Tnfa hingegen zeigt eine höhere Expression in den drei 
Monate alten ArKO-Mäusen verglichen zu den zwölf Monate alten Tieren. Dabei war die 
mRNA-Expression von Il6 um das 5-fache, die von Tnfa um das 7-fache höher 
(Abb. 4.22 (A)). 
Nach der Behandlung mit E2 konnte für Pparg in beiden Altersgruppen eine signifikant um 
das 2,5-fach verringerte Expression der mRNA im infrarenalen Fettgewebe nachgewiesen 
werden. Eine Altersabhängigkeit der Regulation der Behandlung mit Genistein wurde für 
Pparg beobachtet, dabei zeigten die zwölf Monate alten ArKO-Mäuse eine signifikant um 
das 4,5-fache höhere Expression der Pparg mRNA im infrarenalen Fettgewebe als die drei 
Monate alten Tiere (Abb. 4.22 (B)).  
Eine Altersabhängigkeit der Regulation der mRNA-Expression im infrarenalen Fettgewebe 
konnte für das Gen Il6 für beide Behandlungsgruppen gezeigt werden. Nach der 
E2-Behandlung konnte eine Umkehrung des Regulationsmusters zwischen den beiden 
Ergebnisse 
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Altersgruppen zu den Kontrolltieren beobachtet werden. Dabei wiesen die drei Monate 
alten Tiere nach der E2-Behandlung eine 3-fach höhere Expression der mRNA des Il6 als 
die zwölf Monate alten Tiere aus (Abb. 4.22 (B)). Auch für die Behandlung mit Genistein 
zeigte sich für die mRNA-Expression des Il6 eine Altersabhängigkeit der Regulation im 
infrarenalen Fettgewebe. Zwar wurde für beide Altersgruppen eine verringerte 
mRNA-Expression des Il6 im infrarenalen Fettgewebes festgestellt, aber die drei Monate 
alten Tiere zeigten nach Behandlung eine 9-fach niedrigere Expressionsrate als die zwölf 
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Abb. 4. 22  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz  im infrarenalen Fettgewebe 
(A) Vergleich der mRNA-Expressionsniveaus der vehicle-behandelten Tiere im Alter von drei 
bzw. zwölf Monaten. (B) Vergleich der mRNA-Expression von Pparg, Il6   und Tnfa in E2 bzw. 
Genistein behandelten Tieren im Alter von drei bzw. zwölf Monaten und vehicle-
behandelten Tieren. Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
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Auch für die relative Expression des Tnfa nach Substanzbehandlung konnte eine 
Altersabhängigkeit der Regulation nachgewiesen werden. Eine verringerte Expression 
der mRNA von Tnfa konnte nach der E2-Behandlung im infrarenalen Fettgewebe beider 
Altersgruppen beobachtet werden. Dabei zeigte sich in der Gruppe der drei Monate alten 
ArKO-Mäuse eine 1,6-fach niedrigere mRNA-Expression von Tnfa als die zwölf Monate 
alten Tiere. Die Genisteinbehandlung resultierte altersabhängig betrachtet in einer 
Umkehrung des Regulationsmusters des Tnfa. In diesem Fall war die mRNA von Tnfa in 
den drei Monate alten Tieren um das 10-fache herunterreguliert worden, aber in den 
zwölf Monate alten Tieren um das 1,2-fache höher exprimiert gefunden im Vergleich zu 
den Kontrolltieren (Abb. 4.22 (B)).  
 
 
4.3 Prüfung der östrogenen Wirksamkeit nach einer Kurzzeitbehandlung mit 
östrogenähnlichen Substanzen (TV 3) 
Mittels der tierexperimentellen Studie TV 3 sollte geprüft werden, welchen Einfluss eine 
dreitägige Gabe von östrogenähnlichen Substanzen wie Raloxifen, Genistein und 8-PN auf 
die ausgewählten Zielorgane Uterus sowie gonadales und infrarenales Fettgewebe 
haben. Für den TV 3 wurden weibliche ArKO-Mäuse für drei Tage subkutan mit Östrogen 
und östrogenähnlichen Substanzen behandelt (Tab. 3.4). Wie in Kapitel 3.1.3 beschrieben 
fand auch eine Antagonisierung der E2-Behandlung mit dem Antiöstrogen Fulvestrant 
statt. Aufgrund der Ergebnisse musste allerdings davon ausgegangen werden, dass die 
Antagonisierung ohne Erfolg blieb. Aus diesem Grund wird im Folgenden auf die 
Darstellung der Antagonisierungsergebnisse verzichtet.  
 
4.3.1 Physiologische und biochemische Parameter nach dreitägiger Behandlung mit 
östrogenähnlichen Substanzen  
Mit der Bestimmung der physiologischen und biochemischen Parameter sollte 
vergleichend geprüft werden, welchen Einfluss die Gabe von östrogenähnlichen 
Substanzen im Vergleich zu Östradiol auf ausgewählte Untersuchungsparameter in 
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4.3.1.1 Einfluss der Behandlung auf das Körpergewicht von ArKO-Mäusen 
Wie aus Abbildung 4.23 entnommen werden kann, gab es vergleichend zwischen den 
kontroll- und den E2-behandelten Mäusen keine signifikanten Unterschiede das 















Die einzige signifikante Veränderung des Körpergewichtes war eine Verringerung in der 
mit  Raloxifen behandelten Gruppe. Die mit Genistein und 8-PN behandelten Tiere zeigten 
keine Veränderung des Körpergewichtes verglichen mit den kontrollbehandelten 
ArKO-Mäusen. 
 
4.3.1.2 Einfluss der Behandlung auf das Uterusfeuchtgewicht von ArKO-Mäusen 
Nach einer dreitägigen Behandlung mit E2 zeigen die ArKO-Mäuse ein 6-fach signifikant 
schwereres Uterusfeuchtgewicht verglichen mit kontrollbehandelten Mäusen 
(Abb. 4.24). Weiterhin konnte nachgewiesen werden, dass das Uterusfeuchtgewicht nach 
einer Behandlung mit Raloxifen (2,2-fach) und 8-PN (2-fach) ebenfalls signifikant erhöht 














Abb. 4. 23  Körpergewicht (BW)  
Dargestellt ist das Körpergewicht der ArKO-Mäuse infolge einer subkutanen Applikation 
von vehicle, E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) bzw. 8-Prenylnaringenin (8-PN) während 
eines uterotrophen Assay. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den 
Median  (+) sowie die Minimal- und Maximalwerte. *p ≤ 0,05 bezogen auf vehicle 
Ergebnisse 
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Behandlung mit Genistein konnte keine Veränderung des relativen Uterusfeuchtgewichts 






















4.3.1.3 Einfluss der Behandlung auf das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes von 
ArKO-Mäusen 
Eine dreitägige Behandlung mit E2 hat auf das infrarenale Fettgewebe im Vergleich zu den 
































Abb. 4. 24 Uterusfeuchtgewicht (UWW)  
Dargestellt ist das Uterusgewicht der ArKO-Mäuse nach einem uterotrophen Assay gemäß 
Tab. 3.3. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) sowie die 
Minimal- und Maximalwerte. *p ≤ 0,05; *** p ≤ 0,001 bezogen auf vehicle 
Ergebnisse 
 




















4.3.1.4 Einfluss der Behandlung auf den Serumleptin-Spiegel von ArKO-Mäusen 
Mit der Bestimmung des Serumleptin-Spiegels besteht unter anderem die Möglichkeit zu 






























Abb. 4. 25 Feuchtgewicht des infrarenalen Fettgewebes (iAT WW) 
Dargestellt ist das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes der ArKO- Mäuse nach einem 
uterotrophen Assay gemäß Tab. 3. 3. Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), 
den Median (+) sowie die Minimal- und Maximalwerte.  



















Abb. 4. 26  Serumleptin – Konzentration in pg/mL 
Dargestellt ist die Serumleptin-Konzentration der ArKO- Mäuse nach einem uterotrophen 
Assay gemäß Tab. 3. 3. Der Box Plot zeigt die 10% und 90% Perzentile (Box), den Median (+) 
sowie die Minimal- und Maximalwerte. ** p ≤ 0,01 bezogen auf vehicle 
Ergebnisse 
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Der Serumleptin-Spiegel liegt im Trend niedriger nach der E2-Behandlung verglichen mit 
den kontrollbehandelten Tieren, diese Beobachtung ist allerdings nicht signifikant 
(Abb. 4.26). Die Raloxifen- und die 8-PN-Behandlung resultierten jeweils in einem 3-fach 
signifikant geringerem Serumleptin-Spiegel verglichen mit den kontrollbehandelten 
Tieren. Eine nicht signifikante Verringerung des Serumleptin-Spiegels wurde nach der 
Behandlung mit Genistein im Vergleich zu den kontrollbehandelten Tieren beobachtet 
(Abb. 4.26). 
 
4.3.1.5 Einfluss der Behandlung auf den Plasmaglucose-Spiegel von ArKO-Mäusen 
Der Plasmaglucose-Spiegel zeigte keine signifikante Veränderung in der                                        
E2-supplementierten Gruppe im Vergleich zu den kontrollbehandelten Tieren. Auch bei 
den mit den östrogenähnlichen Substanzen Raloxifen, Genistein und 8-PN behandelten 
Gruppen wurden keine signifikanten Veränderungen festgestellt (Daten nicht gezeigt). 
 
4.3.2 Einfluss der dreitägigen Behandlung auf die Genexpression der ArKO-Maus 
Mittels Genexpressionsanalyse wurde überprüft, ob sich behandlungsbedingte 
Veränderungen, welche bereits auf physiologischer und biochemischer Ebene beobachtet 
wurden, bekräftigen lassen.   
 
4.3.2.1  Uterus 
Nach der E2-Behandlung der ArKO-Mäuse konnte eine erhöhte Expression des Esr1 und 
Esr2 festgestellt werden (Abb. 4.27). Dabei wurde der Esr1 mRNA-Spiegel nach der 
E2-Behandlung um das 2,5-fache höher exprimiert als in den Kontrolltieren.   
Nach der Genisteinbehandlung kam es zu keiner Expressionsänderung von Esr1 und Esr2 
(Abb. 4.27). Die Raloxifenbehandlung führte zu einer 2-fach höheren mRNA-Expression 
von Esr1  und Esr2 verglichen zu den Spiegeln in den Kontrolltieren. Ebenso resultierte die  
8-PN-Behandlung in einer erhöhten Expression von Esr1 (3-fach) und Esr2 (6-fach) 

















Eine erhöhte mRNA-Expression nach der E2-Behandlung wurde für die Genen Pgr 
(1,5-fach), Clu (1,5-fach) und Ltf (3-fach) nachgewiesen verglichen mit den uterinen 










































































































































Abb. 4. 27 Expression der Östrogenrezeptoren im Uterus  
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Esr1 und Esr2 nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Abb. 4. 28 Expression der östrogenregulierten Gene im Uterus 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pgr, Clu und Ltf nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Ergebnisse 
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Nach der Behandlung mit Raloxifen konnte eine 1,5-fach erhöhte Expression der mRNA 
des Pgr nachgewiesen werden, welche aber nicht signifikant ist, während eine signifikant 
verringerte Expressionsrate nach Behandlung mit Genistein (10-fach) bzw. 8-PN (5-fach) 
nachgewiesen werden konnte im Vergleich zu der kontrollbehandelten Gruppe. Die Gene 
Ltf und Clu wiesen beide in den Behandlungsgruppen Raloxifen, Genistein und 8-PN einen 
bis zu 5-fach signifikant niedrigeren mRNA-Expressionsspiegel gegenüber der 
Kontrollgruppe auf (Abb. 4.28). 
 
Die Gene Pparg, Il6 und Tnfa wurden als mögliche molekulare Verbindung zwischen dem 
























































































Abb. 4. 29  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im Uterus 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pparg, Il6 und Tnfa nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
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Die mRNA-Expression des Pparg zeigte in allen Behandlungsgruppen eine signifikant 
niedrigere Expression verglichen mit der Kontrollgruppe (Abb4.30.). Die E2-Behandlung 
resultiert für die Pparg mRNA in einer 2-fach niedrigeren, die Raloxifen- und 
Genisteinbehandlung in einer 10-fach niedrigeren und die 8-PN-Behandlung in einer 
20-fach niedrigen Expression verglichen mit den Kontrolltieren. Für das Gen Il6 konnte nur 
nach der Behandlung mit Genistein eine 2-fach erhöhte mRNA-Expression gezeigt 
werden, alle anderen Behandlungen führten zu keiner veränderten Regulation der 
Expression gegenüber den Kontrolltieren. Die Tiere der Behandlungsgruppen Raloxifen, 
Genistein und 8-PN zeigten eine höhere Expression der Tnfa mRNA im Uterus auf 
verglichen mit den kontrollbehandelten Tieren. Allerdings war keine dieser 
Beobachtungen signifikant, obwohl für die E2-behandelten Tiere eine 15-fach erhöhte und 
für die Genistein bzw. Raloxifen behandelten eine um 5-fach erhöhte mRNA-Expression 
von Tnfa gezeigt werden konnte.  
 
4.3.2.2 Gonadales Fettgewebe 
Eine phänotypische Charakteristik der ArKO-Maus ist die signifikante erhöhte Fettmasse. 
So war es im TV 3 von Interesse, welchen Einfluss eine Kurzzeitbehandlung mit Östrogen 
und östrogenähnlichen Substanzen auf die Genexpression des gonadalen Fettgewebes 
der ArKO-Maus hat.  
Es zeigte sich nach der E2-Behandlung, dass der Esr1 im gonadalen Fettgewebe nicht 
durch E2 reguliert wurde, der Esr2 aber nach der E2-behandlung 2,5-fach signifikant 
niedriger Expression aufwies als in der kontrollbehandelten Gruppe (Abb. 4.30).  
Nach der Behandlung mit Raloxifen konnte eine um das 2-fache niedrigere 
mRNA-Expression gezeigt werden, jeweils im Vergleich zu den Kontrolltieren. Die 
Behandlung mit Genistein zeigte verglichen mit der Kontrolle für beide Steroidrezeptoren 
eine 1,5-fache Erhöhung der Expression im gonadalen Fettgewebe. Nach der Behandlung 
mit 8-PN wurde keine signifikante Veränderung der mRNA-Expression des Esr1, allerdings 
eine 2-fach geringere Expression des Esr2 im Vergleich zu der kontrollbehandelten Gruppe 
















Das als Indikator für Östrogenresponsivität bekannte Gen Clu zeigte nach der 
Verabreichung mit E2 keine Veränderung der Regulation der Expression im gonadalen 
Fettgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4.31). Die Behandlung mit Raloxifen 
zeigte eine 3-fach verringerte Expression der Clu mRNA verglichen zur Kontrollgruppe. 
Nach der Gabe mit Genistein konnte kein Unterschied in der Expression für Clu 
festgestellt werden, während aber die Behandlung mit 8-PN zu einer 1,2-fach signifikant 












Die Gene Lep, Lepr und Insr sind Indikatoren, welche für die Entstehung des MetS 
verwendet werden können.  
Abb. 4. 30  Expression der Östrogenrezeptoren im gonadalen Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Esr1 und Esr2 nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
 
Abb. 4. 31  Expression des Clu im gonadalen Fettgewebe  
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Clu nach der Behandlung mit E2, Raloxifen (Ral), 
Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression des Clu ist normalisiert gegen 
die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als 
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Die E2-Behandlung wirkt sich im gonadalen Fettgewebe auf die Expression durch eine 
Erhöhung der mRNA der Gene Lep (5-fach) und Lepr (2-fach) aus sowie ein Verringerung 
der Insr mRNA (2-fach) im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 4.32). 
Nach der Gabe von Raloxifen, Genistein und 8-PN konnte im Vergleich zu den 
Kontrolltieren für die Gene Lep und Lepr ein erhöhtes Expressionsniveau im gonadalen 
Fettgewebe beobachtet werden. Die erhöhte mRNA-Expression des Lep war bei den 
Behandlungsgruppen Genistein (35-fach) und 8-PN (30-fach) signifikant. Ebenso 
signifikant war die erhöhte Expression der Lepr mRNA nach der Verabreichung mit 
Genistein (4-fach) und 8-PN (2-fach). Für den Insr zeigte sich eine 2,5-fach verringerte 
Expression nach der E2-Behandlung und ein signifikant 5-fach niedrigerer mRNA-Spiegel 
nach der Behandlung mit Genistein verglichen mit den Kontrolltieren. Die anderen 



















Abb. 4. 32  Expression der Gene, die mit dem MetS verbunden sind, im gonadalen 
Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Lep, Lepr und Insr nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Ergebnisse 
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Im gonadalen Fettgewebe konnte für das Gen Pparg nach der E2- wie auch nach der 
Raloxifenbehandlung kein Einfluss auf die Expressionsspiegel verglichen mit der 
Kontrollgruppe (Abb. 4.33) beobachtet werden. Die Behandlung mit Genistein resultierte 
im Vergleich zu den Kontrolltieren in einer 1,4-fach höheren, die Behandlung mit 8-PN in 




















Die Gene Il6 und Tnfa hingegen wiesen beide einen 2-fach verminderten relativen 
Expressionsspiegel nach der E2-Behandlung im Vergleich zur Kontrollgruppe auf (Abb. 
4.33). Die mRNA-Expression des Il6 war nach der Gabe mit Raloxifen um das 10-fache und 
nach der Behandlung mit Genistein um das 5-fache niedriger exprimiert als bei den 
Kontrolltieren. Keine veränderte Expression des Il6 zeigte sich nach der 8-PN-Behandlung. 
Auch die Tnfa mRNA wies nach der Verabreichung mit Raloxifen eine 10-fache signifikant 
Abb. 4. 33  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im gonadalen Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pparg, Il6 und Tnfa nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
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verringerte und nach der Behandlung mit 8-PN eine signifikant 2,5-fach verringerte 
Expressionsrate aus verglichen mit den Kontrolltieren. Kein verändertes 
Expressionsmuster zeigte sich nach der Behandlung mit E2 und Genistein für den Tnfa.  
 
4.3.2.3 Infrarenales Fettgewebe 
Die Behandlung mit Östrogen bzw. östrogenähnlichen Substanzen zeigte im Vergleich zur 
Kontrollgruppe bei der mRNA-Expression des Esr1 lediglich nach der Raloxifenbehandlung 
eine signifikant 5-fach verringerte Expression im infrarenalen Fettgewebe (Abb. 4.34). Die 
relative Expression der mRNA des Esr2 war bei allen Behandlungsgruppen verringert. 
Dabei wurde die mRNA-Expression des Esr2 signifikant nach der Behandlung mit E2 
(5-fach) und 10-fach nach der Behandlung mit Genistein und 8-PN verringert verglichen 













Für das östrogensensitive Markergen Clu wurde nach der Behandlung mit E2 keine 
Regulation der Expression der mRNA im infrarenalen Fettgewebe verglichen mit der 
Kontrollgruppe festgestellt (Abb. 4.35). Eine signifikant verringerte Expressionsrate 
konnte für Clu nach der Behandlung mit Raloxifen (10-fach) und Genistein (2,5-fach) 
festgestellt werden. Eine Behandlung mit 8-PN zeigte im Vergleich zu den 
Esr1

















































Abb. 4. 34  Expression der Östrogenrezeptoren im infrarenalen Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Esr1 und Esr2 nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
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kontrollbehandelten Tieren  keine veränderte Expression im infrarenalen Fettgewebe für 













Die Gabe von E2 zeigte in den Genen Lep, Lepr und Insr kein verändertes 
Expressionsverhalten im infrarenalen Fettgewebe im Vergleich zur Kontrollgruppe 
(Abb. 4.36).  
Nach der Behandlung mit Raloxifen wurde verglichen zu den  Kontrolltieren für Lep eine 
5-fach verringerte und für den Insr eine 15-fach erhöhte Expression im infrarenalen 
Fettgewebe beobachtet (Abb. 4.36). Die Behandlungsgruppe von Genistein bzw. 8-PN 
zeigte im infrarenalen Fettgewebe nur in der Lepr Expression eine signifikante 
Veränderung dahingehend, dass eine 10-fach verringerte Expression stattfand verglichen 
































Abb. 4. 35  Indikator der Östrogenresponsivität im infrarenalen Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Clu nach der Behandlung mit E2, Raloxifen (Ral), 
Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Alle Gene sind normalisiert gegen die vehicle
behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als 
Durchschnittswert ± Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Ergebnisse 
 





















Für die Gene, die eine molekulare Verbindung zwischen dem MetS und der 
Östrogendefizienz darstellen, wurde nach der Gabe von E2 festgestellt, dass Pparg eine 
2,5-fache und  Il6ra sowie Tnfa eine 5-fache niedrigere Expressionsrate im infrarenalen  
Fettgewebe aufwiesen (Abb. 4.37). Das Gen Il6 hingegen zeigte keine Veränderung im 
Regulationsverhalten bezogen auf die kontrollbehandelten Tiere (Abb. 4.37).  
Nach der Raloxifenbehandlung zeigten sich für Il6 mRNA eine signifikant 10-fach 
verringerte Expression und eine 2,5-fach verringerte Expression für die Gene Il6ra und 
Tnfa jeweils im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die Behandlung mit Genistein resultierte für 
alle vier Gene  in einer signifikanten Herunterregulation der Expression. Dabei wurden 
Pparg um das 5-fache und Il6,  Il6ra und Tnfa um das 10-fache geringer exprimiert als bei 
den Kontrolltieren. Eine 10-fach signifikant verringerte Expression der mRNA konnte für 
Lep



































































Abb. 4. 36  Expression der Gene, die mit dem MetS verbunden sind im, infrarenalen 
Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Lep, Lepr und Insr nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
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die Gene Pparg, Il6 und Tnfa nach der Behandlung mit 8-PN  gezeigt werden im Vergleich 




















4.4 Prüfung der östrogenen Wirksamkeit nach einer Langzeitbehandlung mit 
östrogenähnlichen Substanzen (TV 4) 
Nachdem in TV 3 der Einfluss über eine Behandlungsdauer von drei Tagen geprüft wurde, 
sollte nun mit der vierten tierexperimentellen Studie (TV 4) beobachtet werden, welchen 
Einfluss eine 21-tägige Behandlung mit östrogenähnlichen Substanzen wie Raloxifen, 
Genistein und 8-PN auf die ausgewählten Zielorgane Uterus sowie gonadales und 
infrarenales Fettgewebe haben. Im TV 4 lag allerdings der Fokus diesmal auf der 
Aufklärung sich langsamer entwickelnder Effekte, die sich erst durch eine längere Gabe 
von SERM und sekundärer Pflanzenstoffe mit östrogener Aktivität durch Änderungen des 
Pparg































































































Abb. 4. 37  Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz  im infrarenalen Fettgewebe  
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Lep, Lepr und Insr nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
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Phänotyp hinsichtlich Glucose- und Lipidhomöostase äußern. Im TV 4 wurden die 
weiblichen ArKO-Mäuse mittels eines Silikonpellets für 21 Tage einer östrogenen 
Exposition ausgesetzt.  
Wie in Kapitel 3.1.4 beschrieben wurde parallel ein Experiment zur Antagonisierung der 
Wirksamkeit der östrogenen Substanzen angesetzt. Aufgrund der Ergebnisse musste 
aber davon ausgegangen werden, dass die Antagonisierung nicht ausreichend war. Aus 
diesem Grund wird im Folgenden auf die Darstellung der Antagonisierungsergebnisse 
verzichtet. 
 
4.4.1 Einfluss der Langzeitexposition auf physiologische und biochemische 
Parameter  
Eine längerfristige Exposition mit östrogenen Substanzen sollte auf der Ebene der 
Physiologie und Biochemie der betrachteten Organsysteme Uterus, als Vertreter der 
Reproduktionsorgane und Fettgewebe als Organ des Energiestoffwechsels, sichtbar sein. 
 
4.4.1.1  Einfluss einer langfristigen Behandlung mit östrogenen Substanzen auf das 
Körpergewicht von ArKO-Mäusen 
Das Körpergewicht betreffend lässt sich nach einer 21-tägigen Exposition mit E2 ein 
1,3-fach signifikant geringeres Körpergewicht feststellen im Vergleich zur 
kontrollbehandelten Gruppe. Die Substanzen Raloxifen, Genistein und 8-PN zeigten im 



























4.4.1.2 Einfluss einer langfristigen Behandlung mit östrogenen Substanzen auf das 
Uterusfeuchtgewicht von ArKO-Mäusen 
Das Uterusfeuchtgewicht war nach der Behandlung mit E2 erwartungsgemäß signifikant 





























Abb. 4. 38 Körpergewicht (BW) 
Dargestellt ist das Körpergeweicht von ArKO-Mäusen nach 21-tägiger Behandlung durch 
Siliconimplantat mit vehicle, E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) bzw. 8-Prenylnaringenin 
(8-PN). Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den Median (+) sowie die 
Minimal- und Maximalwerte, *p ≤ 0,05  
Abb. 4. 39  Uterusfeuchtgewicht (UWW) 
Dargestellt ist das Uterusgewicht von ArKO-Mäusen nach 21-tägiger Behandlung durch 
Siliconimplantat mit vehicle, E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) bzw. 8-Prenylnaringenin 
(8-PN). Der Box Plot zeigt die 10% und 90% Perzentile (Box), den Median (+) sowie die 
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Es kann davon ausgegangen werden, dass die Positivkontrolle erfolgreich verlief. Die 
Behandlungen mit Raloxifen, Genistein bzw. 8-PN zeigten keine Veränderung im 
Uterusfeuchtgewicht verglichen mit der kontrollbehandelten Gruppe (Abb. 4.39).  
 
4.4.1.3  Einfluss einer langfristigen Behandlung mit östrogenen Substanzen auf das 
Feuchtgewicht des infrarenalen Fettgewebes von ArKO-Mäusen 
Die Exposition mit den östrogenen Substanzen führte im infrarenalen Fettgewebe nicht 
für jede Gruppe zu signifikanten Veränderungen. Es konnte aber gezeigt werden, dass 
durch die E2-Behandlung das Fettpolster des infrarenalen Fettgewebes um das 4-fache 
signifikant leichter war verglichen mit dem der Kontrolltiere (Abb. 4.40). Auch die 
Behandlungen mit den östrogenen Testsubstanzen Raloxifen, Genistein und 8-PN zeigten 
im Trend ein bis zu  2-fach leichteres infrarenales Fettpolster verglichen mit der 





































Abb. 4. 40  Feuchtgewicht des infrarenalen Fettgewebes (infr. AT WW) 
Dargestellt ist das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes von ArKO-Mäusen nach 21-tägiger 
Behandlung durch Siliconimplantat mit vehicle, E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) bzw. 
8-Prenylnaringenin (8-PN). Der Box Plot zeigt die 10 % und 90 % Perzentile (Box), den 
Median (+) sowie die Minimal- und Maximalwerte, *p ≤ 0,05; **p ≤ 0,01 
Ergebnisse 
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4.4.1.4   Einfluss einer langfristigen Behandlung mit östrogenen Substanzen auf den 
Serumleptin-Spiegel von ArKO-Mäusen 
Der Serumleptin-Spiegel dient unter anderem als Marker für Veränderungen, die im 















Wie in Abbildung 4.41 zu sehen ist, resultierten die Behandlungen mit E2 (8-fach) und 8-PN 
(4-fach) in einem signifikant niedrigerem Serumleptin-Spiegel verglichen mit der 
Kontrollgruppe. In den anderen östrogenen Behandlungsgruppen wurden keine 
signifikanten Unterschiede festgestellt.  
 
4.4.1.5   Einfluss einer langfristigen Behandlung mit östrogenen Substanzen auf den 
Plasmaglukose-Spiegel von ArKO-Mäusen 
Der Plasmaglukose-Spiegel gibt Hinweise auf einen eventuell bestehenden Diabetes 
mellitus. Mit dem TV 4 konnte gezeigt werden, dass in keiner der Behandlungsgruppen 
eine Veränderung hinsichtlich des Plasmaglukose-Spiegels im Vergleich zur 
Kontrollgruppe induziert wurde (Daten nicht gezeigt). 
 
Abb. 4. 41 Serumleptin Konzentration in pg/mL 
Dargestellt ist die Serumleptin-Konzentration von ArKO-Mäusen nach 21-tägiger 
Behandlung durch Siliconimplantat mit vehicle, E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) bzw. 
8-Prenylnaringenin (8-PN). Dargestellt sind die Mittelwerte ±Standardabweichung,  
*p ≤ 0,05 
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4.4.2 Einfluss einer langfristigen Behandlung auf die Genexpression der ArKO-Maus 
Um die auf Ebene der Physiologie aufgetretenen Veränderungen, wie z. B. keine 
Veränderung des Uterusgewichtes nach Gabe der Testsubstanzen zu prüfen, sollte die 
Genexpressionsanalyse auf molekularer Ebene Hinweise dazu bringen.  
 
4.4.2.1  Uterus 
Der Einfluss der Behandlung mit E2 resultiert beim Esr1 in einer signifikant 5-fach 
verringerten mRNA-Expression verglichen mit der Kontrollgruppe. Während beim Esr2 
nach einer E2-Behandlung keine veränderte Expressionsrate beobachtet wurde 
(Abb. 4.42). Esr1 zeigte keine Expressionsveränderung in den Gruppen, welche mit 
Raloxifen, Genistein oder 8-PN behandelt wurden. Die Esr2 mRNA hingegen wird nach der 
Behandlung mit den östrogenen Substanzen in allen drei Gruppen signifikant verringert 
exprimiert gefunden. Dabei wird der Esr2 mRNA-Spiegel nach der Behandlung mit 
Raloxifen signifikant um das 5-fache, nach der Behandlung mit Genistein signifikant um 
das 2,5-fache und nach der Behandlung mit 8-PN signifikant um das 2-fache 













Indikatorgene für östrogene Responsivität wie Pgr, Ltf und Clu wiesen nach der                  
E2-Gabe unterschiedliche Effekte auf (Abb. 4.43). So wurde die Pgr mRNA verglichen mit 
*
Esr1

















































Abb. 4. 42  Expression der Östrogenrezeptoren im Uterus 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Esr1 und Esr2 nach 21-tägiger Behandlung durch 
Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die 
Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze 
horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, 
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der Kontrollgruppe nach der E2-Behandlung signifikant 10-fach niedriger exprimiert 
(Abb. 4.43). Ltf mRNA wurde nach der Verabreichung von E2 signifikant 30-fach höher 
exprimiert im Vergleich zur Kontrollgruppe. Die mRNA des Clu wies keine veränderte 
Expression nach der E2-Gabe im Uterus auf (Abb. 4.43). Die Genexpressionsanalyse des 
Pgr zeigte nach der Behandlung mit Raloxifen und 8-PN eine 2-fach erhöhte Expression, 
während es aber nach der Behandlung mit Genistein zu keiner Regulationsveränderung 



















Die mRNA des wichtigsten Markergen für Östrogen induzierte Antworten im Mausuterus 
Ltf wurde durch die Behandlung mit Raloxifen und Genistein signifikant um das 2-fache 
niedriger exprimiert, während eine Behandlung mit 8-PN keinen Einfluss auf die 
Expression hatte im Vergleich zur Kontrollgruppe. Clu mRNA zeigte lediglich nach der 
Behandlung mit Raloxifen im Uterus eine Expressionsveränderung dahingehend, dass sie 
Clu




































































Abb. 4. 43  Expression der östrogenregulierten Gene im Uterus 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pgr, Clu und Ltf nach 21-tägiger Behandlung 
durch Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. 
Die Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze 
horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, 
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signifikant um die Hälfte niedriger exprimiert wurde. Durch die beiden Substanzen 
Genistein und 8-PN fand keine Regulation der Expression statt. 
 
Die Behandlung mit E2 resultierte in den Genen, die möglicherweise eine molekulare 
Verbindung zwischen dem MetS und der Östrogendefizienz darstellen, in dem Maß, dass 
die mRNA des Pparg signifikant mehr als 10-fach niedriger, die mRNA des Il6 hingegen 
signifikant um das 2,5-fache höher exprimiert wird als in den Kontrolltieren (Abb. 4.44).  
Die Substanzbehandlung mit Raloxifen und 8-PN bewirkte im Uterus der ArKO-Mäuse 
eine Verringerung des mRNA-Spiegels von Pparg und Il6. Dabei wurde der Pparg um das 
10-fache und Il6 um die Hälfte niedriger exprimiert als im gleichen Gewebe der 














4.4.2.2  Gonadales Fettgewebe 
Das Gewicht des gonadalen Fettgewebes wurde zwar nicht erfasst, aber während der 
Sektion konnte bereits festgestellt werden, dass es zum Teil unter dem Einfluss der 
Testsubstanzen stand. So war z. B. das Volumen an gonadalem Fettgewebe nach der 
Behandlung mit E2 sichtbar weniger geworden.  
Pparg


















































Abb. 4. 44 Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im Uterus 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pparg und Il6 nach 21-tägiger Behandlung durch 
Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Die 
Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze 
horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, 
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Die Behandlung mit E2 resultierte für die mRNA des Esr1 in einer 1,8-fach verringerten 
Expression verglichen mit den Kontrolltieren. Hingegen die Behandlung mit Raloxifen und 
Genistein keine Veränderung für die Expression der mRNA des Esr1 aufwies. Nach der 
Behandlung mit 8-PN konnte aber eine 2-fach erhöhte Expression der mRNA des Esr1 im 
Vergleich zu den Kontrolltieren gezeigt werden.  
Die mRNA des östrogenresponsiven Gens Clu wurde nach der E2-Behandlung 
herunterreguliert.  Die mRNA-Expression im gonadalen Fettgewebe für Clu war nach den 
Behandlungen mit Raloxifen (6-fach), Genistein (5-fach) und 8-PN (5-fach) höher als die 
im gleichen Gewebe der Kontrolltiere (Daten nicht gezeigt).  
 
Eine E2-Behandlung bewirkte auf die Expression der Gene, die mit dem MetS eine 
molekulare Verbindung darstellen, eine Herunterregulation verglichen mit der 
kontrollbehandelten Gruppe. Diese Beobachtung ist für die Gene Lep (5-fach) und 
sterol regulatory element-binding protein (Srebp) (2-fach) signifikant (Abb. 4.45). Die 
Behandlung mit den drei östrogenen Testsubstanzen Raloxifen, Genistein und 8-PN 
resultierte für die mRNA des Lep in keiner veränderten Expression verglichen mit der 
Kontrollgruppe. Die mRNA von Lepr und Insr zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe nach 
allen Behandlungen einen niedrigeren Expressionsspiegel. Dabei war die Beobachtung 
der verringerten Expressionsstärke für den Lepr nach der Behandlung mit den 
Substanzen Raloxifen (5-fach) bzw. 8-PN (2,5-fach) signifikant, ebenso zeigte der Insr 
nach der Genisteinbehandlung eine 3-fach verringerte Expression im Vergleich zu den 

































Nach der E2-Behandlung zeigte sich, dass der Pparg keine Veränderung im Spiegel seines 
mRNA-Niveaus aufwies, während bei Il6 (2-fach), Il6ra (2,5-fach) und Tnfa (2-fach) eine 
niedrigere mRNA-Expression beobachtet wurde als in den Kontrolltieren (Abb. 4.46). Dies 
ist für Il6 im gonadalen Fettgewebe signifikant. Nach der  Raloxifenbehandlung ergaben 
sich im gonadalen Fettgewebe eine 3-fach höhere Expression der mRNA für den Pparg, 
eine 3-fach niedrigere Expression für den Tnfa sowie eine 4-fach niedrigere Expression für 
die Il6ra mRNA verglichen zu der Kontrollgruppe (Abb. 4.46). Keine Veränderung wurde 
im Vergleich zur kontrollbehandelten Gruppe nach der Behandlung mit Raloxifen beim Il6 
festgestellt. Die Genisteinbehandlung induzierte eine Stimulation der Expression der 
mRNA des Pparg und eine 4-fache Repression des Tnfa, aber keine veränderte Regulation 
Insr





























































































Abb. 4. 45 Expression der Gene, die mit dem MetS verbunden sind, im gonadalen 
Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Lep, Lepr, Insr und Srebp nach 21-tägiger 
Behandlung durch Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von 
ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte 
Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
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der Expression der Gene Il6 und Il6ra verglichen mit der Kontrollgruppe. Eine erhöhte 
Expression der mRNA des Pparg (3-fach) und eine 2-fach höhere Expression der mRNA 
des Il6 konnten nach der Behandlung mit 8-PN im gonadalen Fettgewebe gezeigt werden. 
Die Expression der mRNA von Tnfa und Il6ra zeigte keine veränderte Expression im 






















4.4.2.3  Infrarenales Fettgewebe 
Die mRNA-Expression nach der E2-Gabe zeigte eine 1,2-fache erhöhte Expression des Esr1 
und eine 2-fach signifikant verringerte Expression der mRNA des Clu im Vergleich zur 
Pparg


















































































Abb. 4. 46 Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im gonadalen Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pparg, Il6, Tnfa und Il6ra nach 21-tägiger 
Behandlung durch Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von 
ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte 
Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Ergebnisse 
 
- 119 - 
 
Kontrollgruppe. Kein verändertes Genexpressionsniveau wurde in den Genen Lepr und 
Insr nach der E2-Behandlung festgestellt (Tab. 4.1).  
 
Tab. 4. 1  Expression östrogenregulierter Gene und Genen mit einer Verbindung zum MetS im 
infrarenalen Fettgewebe 
von Esr1, Clu, Lepr und Insr nach 21-tägiger Behandlung durch Siliconimplantate mit E2, Raloxifen, 
Genistein und 8-PN im Vergleich zur kontrollbehandelten Gruppe.  * p<0,05 









Die Behandlung mit Raloxifen zeigte keine veränderte Regulation für die Expression der 
Gene Esr1 und Clu wohl aber eine 5-fach verringerte Expression der mRNA des Lepr und 
eine 2-fach erhöhte Expression des Insr verglichen mit den Kontrolltieren. Nach der 
Genisteinbehandlung wiesen der Esr1 im Vergleich zu den Kontrolltieren eine 4-fach 
erhöhte Expression und der Lepr eine 2-fache Repression auf. Eine signifikante 2-fach 
verringerte mRNA-Expression konnte nach der Behandlung mit 8-PN für das Gen Clu 
gezeigt werden verglichen mit den kontrollbehandelten Tieren (Tab. 4.1). Eine erhöhte 
Expression nach der 8-PN-Behandlung zeigte sich im infrarenalen Fettgewebe für die 
mRNA von Lepr (2,5-fach) und Insr (2-fach) verglichen mit dem gleichen Gewebe der 
Kontrollgruppe (Tab. 4.1).  
 
Srebp, insulin-induced gene (Insig)1, Insig2 und Glut4 sind ebenfalls Gene, die in Verbindung 
mit der Pathogenese des MetS stehen. Mit der E2-Gabe konnte gezeigt werden, dass sich 
die mRNA-Expression von Srebp und Glut4 im infrarenalen Fettgewebe nicht verändert 
hat, wohl aber eine 2-fach signifikant niedrigere mRNA-Expression bei Insig1 und Insig2 
nachweisbar war im Vergleich zur Kontrollbehandlung (Abb. 4.47). Nach der Behandlung 
mit Raloxifen konnte beobachtet werden, dass die mRNA von Srebp und Insig2 eine 
 E2 Ral Gen 8-PN 
Esr1 ↑ = ↑ = 
Clu  ↓* = ↓ ↓* 
Lepr = ↓ ↓ ↑ 
Insr = ↑ = ↑ 
Ergebnisse 
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signifikant 2-fach niedrigere Expression aufwies und für die Expression der Gene Insig1 
und Glut4 keine Veränderung verglichen mit der Kontrollgruppe detektierbar war 
(Abb. 4.47). Die Behandlung mit Genistein führte im infrarenalen Fettgewebe für die Gene 
Srebp, Insig1 und Insig2 zu keiner Veränderung der Expressionsspiegel. Glut4 hingegen 
zeigte im Vergleich zur Kontrollgruppe nach der Genisteinbehandlung eine 1,5-fache 
Stimulation der mRNA-Expression im infrarenalen Fettgewebe. Die 8-PN-Behandlung 
resultierte für die Gene Srebp, Insig1 und Glut4 in keiner Veränderung des 
Expressionsspiegels in Bezug auf die Kontrollgruppe, während die mRNA-Expression des 



















































































































Abb. 4. 47 Expression der Gene, die mit dem MetS verbunden sind, im infrarenalen 
Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Lep, Lepr, Insr und Srebp nach 21-tägiger 
Behandlung durch Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von 
ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte 
Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Ergebnisse 
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In der Gruppe der Gene mit einer möglichen molekularen Verbindung zwischen dem MetS 
und der Östrogendefizienz kam es nach der E2-Behandlung zu keiner Veränderung der 
Expression im infrarenalen Fettgewebe in den Genen Pparg, Il6, Il6ra und Tnfa bezogen 




















Beim Pparg blieb nach der Behandlung mit den östrogenen Testsubstanzen Raloxifen, 
Genistein und 8-PN die Expression der mRNA unverändert in Bezug zu den Kontrolltieren 
(Abb. 4.48.). Die mRNA des Il6 dagegen zeigte im infrarenalen Fettgewebe eine 
signifikant 2,5-fach niedrigere Expression nach der Raloxifenbehandlung im Vergleich zur 
kontrollbehandelten Gruppe. Die Gabe von Genistein und 8-PN hatte keinen Einfluss auf 
die mRNA-Expression von Il6 im infrarenalen Fettgewebe. Der Il6ra dagegen zeigte 
verglichen zur Kontrollgruppe einen 2-fach höheren mRNA-Spiegel nach der Behandlung 
Pparg
























































































Abb. 4. 48 Expression der Gene mit einer Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz im infrarenalen Fettgewebe 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Pparg, Il6, Tnfa und Il6ra nach 21-tägiger 
Behandlung durch Siliconimplantate mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von 
ArKO-Mäusen. Die Expression aller Gene ist normalisiert gegen die vehicle behandelte 
Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± 
Standardabweichung, *p ≤ 0,05 
Ergebnisse 
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mit Genistein. Allerdings konnte kein Einfluss durch die Substanzen Raloxifen und 8-PN 
auf den Il6ra beobachtet werden. Die mRNA des Tnfa wiederum zeigte keine veränderte 
Expression nach der Behandlung mit Raloxifen und Genistein verglichen mit der 
kontrollbehandelten Gruppe im infrarenalen Fettgewebe. Die Exposition mit 8-PN 
steigerte die Expression des Tnfa um das 5-fache verglichen mit der Kontrollgruppe im 
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5. Diskussion 
Die Prävalenz der Adipositas ist in den letzten 20 Jahren dramatisch angestiegen. Dieser 
Trend ist nicht mehr nur in den westlichen Staaten, sondern auch im asiatischen Raum zu 
beobachten (214). Damit gehört Adipositas in der heutigen Zeit zu einem der 
bedeutendsten Faktoren für die Ausbildung des MetS. Obwohl Adipositas eine erbliche 
Komponente besitzt, welche allerdings unter 10 % liegt (215), ist damit aber nicht dieser 
enorme Anstieg zu erklären (216,217). Ein Erklärungsansatz ist die im Vergleich zu Früher 
stark veränderte Lebensweise der Menschen. So findet in der Ernährung ein Trend zu 
fett- und salzreicher Nahrung statt, bei gleichzeitig sinkender körperlicher Aktivität.  
Bei 40 % aller postmenopausalen Frauen in den USA wurden Symptome des MetS 
festgestellt (218,219). Dabei zeigen postmenopausale Frauen Symptome wie erhöhtes 
Körpergewicht, Zunahme der Fettmasse (220), erhöhte Insulinspiegel (218,221)  und 
erhöhte Leptin-Spiegel (218,221). Die eingetretene Östrogendefizienz löst bei einer 
Vielzahl der Frauen eine Gewichtszunahme aus, welche sich nicht nur durch den 
veränderten Stoffwechsel erklären lässt (93).  
Zurzeit gibt es kontroverse Diskussionen darüber, ob durch eine Hormonersatztherapie 
(HRT) Symptome des MetS vermindert werden können. Durch eine HRT konnte einerseits 
gezeigt werden, dass die Insulinsensitivität verbessert, das Körperfett reduziert, 
Lipid- und Cholesterinspiegel gesenkt sowie das Risiko an Diabetes mellitus Typ 2 zu 
erkranken verringert werden (222). Allerdings zeigten andererseits Studien keine 
Verbesserung der Symptome durch eine HRT (222) oder wiesen sogar eine Abnahme der 
Insulinsensitivität nach (223) . 
Es scheint offensichtlich einen Zusammenhang zwischen Östrogendefizienz und 
Adipositas zu geben. Während in gesunden prämenopausalen Frauen E2 in den Ovarien 
produziert wird, beschränkt sich die Östrogenproduktion in der postmenopausalen Frau 
auf die Produktion peripherer Organe u.a. des Fettgewebes, welches jedoch nur deutlich 
geringere Mengen an E2 produzieren kann.  Im Fettgewebe findet der durch Aromatase 
katalysierte Prozess der E2-Produktion statt und stellt die wichtigste Östradiol-Quelle für 
Frauen nach der Menopause dar. In Studien konnte gezeigt werden, dass eine positive 
Korrelation zwischen Fettgewebe und Aromataseaktivität besteht (99). 
Diskussion 
 
- 124 - 
 
Das am weitesten verbreitete präklinische, experimentelle Modell für Östrogendefizienz 
ist das ovariektomierte Tier. Mit diesem Modell werden Prüfungen von Substanzen 
durchgeführt, die zur Behandlung von Wechseljahrbeschwerden eingesetzt werden 
sollen oder bereits verwendet werden. Durch die Ovariektomie verliert das weibliche Tier 
das Potenzial, die Hormone Östrogen und Progesteron zu produzieren. Im Gegensatz zu 
diesem künstlich erzeugten menopauseähnlichen Zustand oder auch „chirurgischen 
Östrogendefizienz“ geht bei der unter natürlichen Bedingungen eintretenden 
Menopause zwar die Hormonproduktion in den Ovarien dramatisch zurück, allerdings 
stellen sie die Produktion der C19-Steroide nie gänzlich ein (224).  
Fisher et al. und Toda et al. haben unabhängig voneinander ein Mausmodell entwickelt, 
welches, durch genetische Manipulation bedingt, nicht in der Lage ist, Östrogene zu 
bilden (103,104). Diese Östrogendefizienz wird durch das Ausschalten des 
Cyp19 (Aromatase)-Gens hervorgerufen, daher auch der Name ArKO-Maus.  
 
Die im Folgenden diskutierten mRNA-Expressionsdaten basieren ausschließlich auf 
real-time PCR Analysen und können daher nur einen eingeschränkten Eindruck über 
Einflüsse und Effekte widergeben. Es muss weiterhin bei den im Rahmen dieser Arbeit 
verwendeten statistischen Methoden zwischen einer rein mathematischen und einer 
biologischen Relevanz unterschieden werden. So kann es auf Grund einer geringen 
Standardabweichung der Genexpressionsdaten bei einer Behandlungsgruppe zu einer 
mathematischen Signifikanz kommen. Dies muss aber nicht bedeuten, dass hier auch eine 
biologische Relevanz vorliegt. 
 
5.1  Vergleichende Evaluierung chirurgisch und genetisch bedingter 
Östrogendefizienz (TV 1 und TV 2) 
Die ArKO-Maus wurde als ein Tiermodell unter anderem erzeugt, um einen Beitrag bei der 
Erforschung von Phänomenen der Östrogendefizienz zu leisten. Für Studien mit 
Fragestellungen zur Behandlung menopausaler Beschwerden ist gegenwärtig das 
kastrierte, ovariektomierte Tier das bevorzugte präklinische experimentelle Modell.  
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Mit der tierexperimentellen Studie TV 1 wurden zwei östrogendefiziente Mausmodelle 
ovx WT und ArKO hinsichtlich ihrer östrogenen Empfindlichkeit verglichen. Darauf 
aufbauend wurde in TV 2 ein Vergleich der Wirksamkeit einer Östrogenbehandlung in 
Abhängigkeit des Lebensalters der ArKO Mäuse untersucht. Es konnte generell gezeigt 
werden, dass die ArKO-Mäuse ein höheres Körpergewicht aufwiesen verglichen mit den 
WT-Wurfgeschwistern. Die ovx WT-Wurfgeschwister nahmen in der vergleichsweise 
kurzen Zeit von 14 Tagen des Hormonabfalls nach der Ovariektomie ebenfalls an Gewicht 
zu. Der Effekt der Gewichtszunahme nach einer Ovariektomie wurde in Publikationen 
bereits beschrieben (225). Verglichen mit dem Gewicht der ArKO-Mäuse kann hier aber 
nur von einer geringen Gewichtszunahme gesprochen werden. Weiterhin zeigte sich, 
dass adulte zwölf Monate ArKO-Mäuse ein signifikant höheres Körpergewicht aufweisen 
im Vergleich zu ihren adulten WT-Wurfgeschwistern (1,28-fach) sowie auch zu jung-
adulten (drei Monate alten) ArKO-Mäusen (1,4-fach) (Abb. 4.1 und 4.10). Eine 
Beobachtung, die bereits Jones et al. (115,116) machten und die mit dieser Arbeit 
verifiziert werden konnte. Ebenfalls kann der (Funktions-)Verlust des 
Östrogenrezeptors (ER)-α zu einer Gewichtserhöhung führen. So wird in der Literatur der 
Effekt beschrieben, dass Mäuse, in denen der ERα inaktiviert wurde (αERKO-Mäuse), zu 
einem 14%ig höherem Körpergewicht neigen als die entsprechenden WT-Mäuse (226). 
Interessanterweise lässt sich diese Beobachtung nicht bei Tieren machen, in denen der 
ERβ inaktiviert wurde (βERKO). Eine erhöhte Futteraufnahme und ein daraus erhöhtes 
Körpergewicht kann für die ArKO-Mäuse wie auch für die αERKO-Mäuse ausgeschlossen 
werden (116). Für die ArKO-Maus wurde sogar gezeigt, dass deren Futteraufnahme im 
Trend niedriger ist als die der entsprechenden WT-Mäuse (116). Daraus lässt sich 
schlussfolgern, dass Östrogendefizienz zu einem erhöhten Körpergewicht führt, egal ob 
sie chirurgisch durch ovx oder durch genetische Modifikation, wie bei der ArKO-Maus 
vorhanden, erzeugt wurde. 
 
5.1.1 Uterus 
Der Uterus gilt als eines der klassischen Zielorgane für endogene und exogene Östrogene 
(227). Welche Auswirkung eine Östrogendefizienz auf den Uterus hat, konnte mit einer 
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Vielzahl an Studien bereits beschrieben werden. Für ArKO-Mäuse ist bekannt, dass die 
Uteri lediglich 26 - 56 % des Uterusfeuchtgewichtes der entsprechenden 
WT-Wurfgeschwister wiegen (103,228). Durch eine Ovariektomie  kommt ebenfalls die 
endogene Östradiolproduktion beinah zum Erliegen, was in einem starken Rückgang des 
Uterusfeuchtgewichts zum Ausdruck kommt (229). Ebenso resultiert der 
Funktionsverlust des ERα in einem verringerten Uterusfeuchtgewicht. Dabei zeigte sich, 
dass das Uterusgewicht bei αERKO-Mäusen (230) und αβERKO-Mäusen (230,231) nur ein 
Drittel von dem der WT-Mäusen entspricht. Mit der AF2ERKI-Maus wurde ein weiteres 
Mausmodell erzeugt, welches aufzeigt, dass der ERα eine wichtige Rolle in der 
E2-Responsivität spielt. Diesem Modell fehlt der AF-2 der LBD des Esr1 (232). Auch hier 
zeigte sich ein deutlich unterentwickelter Uterus. Die homozygoten weiblichen Tiere der 
AF2ERKI-Maus wurden als infertil beschrieben (232). Zusammengefasst lässt sich sagen, 
dass der AF-2 eine wichtige Rolle bei der E2-Vermittlung im Esr1 für die Entwicklung der 
reproduktiven Organe spielt (232). Eine Behandlung der AF2ERKI-Mäuse mit E2 zeigte 
keine Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes (232,233), was auch schon bei den αERKO 
Mäusen beobachtet wurde. Womit herausgestellt wird, dass der ERα der Rezeptor im 
Uterus zu sein scheint, der über die Responsivität zu E2 maßgeblich entscheidet. Der 
Uterus der βERKO-Maus dagegen zeigte in tierexperimentellen Studien durchaus eine 
E2-Responsivität (230). Somit spielt nicht nur das endogene Östrogen bei der Entwicklung 
des Uterus eine Rolle, sondern auch ein funktionierender ERα ist dafür notwendig.  
Mit dem TV 1 konnte gezeigt werden, dass die Uteri der ovx WT-Mäuse signifikant 
schwerer waren als die der ArKO-Mäuse (Abb. 4.2). Exogen zugeführtes E2 resultiert bei 
ArKO-Mäusen zwar in einer Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes, erreicht aber nicht die 
Werte, welche in den vt WT-Wurfgeschwister gemessen wurden. Bei dem Vergleich 
unterschiedlich alter ArKO-Mäuse konnte gezeigt werden, je höher das Lebensalter unter 
Östrogenmangel, desto geringer wird das Uterusfeuchtgewicht. Diese Beobachtung 
stellte sich statistisch signifikant dar (Abb. 4.11). Durch eine Substitution mit E2 nimmt 
zwar das Uterusfeuchtgewicht zu, allerdings bleibt das unterschiedliche Lebensalter 
weiterhin nachweisbar. Dies scheint ein Ergebnis der längeren Östrogendefizienz zu sein, 
welcher die zwölf Monate alten ArKO-Mäuse ausgesetzt waren. Auch nach einer 
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Behandlung mit Soja-Isoflavonoid Genistein zeigen die drei Monate alten ArKO-Mäuse ein 
höheres Uterusfeuchtgewicht verglichen zu den älteren ArKO-Mäusen.  
Basierend auf den physiologischen Befunden lässt sich vermuten: Die östrogene 
Empfindlichkeit des Uterus ist, bedingt durch die lebenslange permanente 
Östrogendefizienz, in den ArKO-Mäusen eingeschränkt.    
 
Um die Ungleich-Vermutung der experimentellen Modelle, die sich aus den 
physiologischen Daten im Uterus ergaben, auf Geneexpressionsebene zu validieren, 
wurden uterusrelevante östrogenregulierte Markergene untersucht. Theoretisch wäre zu 
erwarten, wenn beide östrogendefiziente Mausmodelle (ovx WT und vt ArKO) 
vergleichbar wären und in der derselben Art und Weise auf Östrogen ansprechen, sollte 
dies in einem vergleichbaren Regulationsmuster für die östrogenresponsiven Gene 
resultieren. Die meisten untersuchten Gene im Uterus zeigten aber keine identische 
Regulation der mRNA-Expression beim Vergleich der beiden Modelle.  
Mit der zweiten durchgeführten tierexperimentellen Studie (TV 2) konnte ein mit dem 
Alter in Verbindung stehendes Regulationsmuster nachgewiesen werden. Dabei zeigte 
sich, bis auf einige Ausnahmen, dass die untersuchten Gene bei den unbehandelten drei 
Monate alten ArKO-Mäusen höher exprimiert wurden als in den zwölf Monate alten 
Tieren. Eine E2- bzw. Genisteinbehandlung kehrt diese Beobachtung allerdings um, 
danach zeigte sich, dass die untersuchten Gene in den älteren Tieren höher exprimiert 
werden. Dies kann als Beweis gedeutet werden, dass es eine altersabhängige 
Veränderung der Empfindlichkeit gegenüber östrogenen Substanzen gibt.  
Für die Genregulation in beiden Tierversuchen konnten zwei Ausprägungen aufgedeckt 
werden, welche in allen untersuchten Gen-Gruppen (Tab. 1.4 - 1.6) auftraten. Eine 
Charakteristik der untersuchten Gene war, dass die mRNA-Expression eines Gens für 
beide Modelle in dieselbe Richtung reguliert wurde, lediglich die Größenordnung der 
Expressionsänderung unterscheidet sich. Beispielhaft sei hier die Regulation den Gens Ltf 
genannt (Abb. 4.5). Die zweite Charakteristik der untersuchten Gene war gekennzeichnet 
durch eine inverse Regulation der mRNA zwischen den beiden Mausmodellen. Ein 
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Beispiel dafür ist die sich unter Östrogeneinfluss zeigende entgegengesetzte 
mRNA-Expression des Esr2 im Uterus beider Modelle (Abb. 4.4). 
Für den Esr2 konnte bei den WT-Mäusen unter Östrogeneinfluss eine verringerte 
Expression der mRNA nachgewiesen werden, während unter dem gleichen Einfluss bei 
den ArKO-Mäusen eine Stimulation der mRNA stattfand (Abb. 4.4). Beobachtungen in 
ovx Ratten zeigten, dass der Esr2 nach einer Behandlung mit E2 im Uterus eine verringerte 
mRNA-Expression aufweist (234). Hier wurden ovariektomierte Sprague-Dawley Ratten 
mit E2 behandelt und zeigten anschließend eine Verringerung der mRNA-Expression des 
Esr2 (234). Diese Beobachtung konnte auch für den Esr2 im Uterus in den untersuchten 
intakten WT-Mäusen gemacht werden (Abb. 4.4). Eine E2-Behandlung der ArKO-Mäuse 
allerdings resultiert in einer erhöhten mRNA-Expression des Esr2 im Uterus (Abb. 4.4). 
Mit dem Vergleichen von ArKO- mit WT-Mäusen konnte die von Toda et al. publizierte 
erhöhte mRNA-Expression des Pgr nicht reproduziert werden (104). Im Gegensatz zu 
Toda et al. wurde in dieser Arbeit eine verringerte Expression für den Pgr in Anwesenheit 
von E2 festgestellt (104). Die Diskrepanz zu den Ergebnissen von Toda et al. ergibt sich 
möglicherweise daraus, dass die verwendeten Tiere zum einen älter waren und die für die 
Behandlung verwendeten E2-Dosen deutlich höher lagen (104). Auch war die 
Behandlungsdauer bei Toda et al.  länger (104). Für die ovx Ratte finden sich 
Veröffentlichungen, bei der die mRNA-Expression des Pgr zu verschiedenen Zeitpunkten 
nach einer E2-Behandlung gemessen wurde. Dabei konnte gezeigt werden, dass sieben 
Stunden nach Behandlung die mRNA-Expression des Pgr erhöht war, aber nach 
72 Stunden sogar unter das Expressionsniveau der ovx Ratten sank (143,235,236).  
Das Gen Ltf ist bekannt dafür, dass es eines der empfindlichsten Markergene gegenüber 
E2-abhängigen Regulationen im Uterus ist (165). Es wurde gezeigt, dass vier Stunden nach 
einer E2-Injektion die Expression des Ltf im Uterus um das 300-fache gestiegen ist (165).  
Nach dem Vergleichen von ArKO- mit WT-Mäusen konnten Toda et al. ebenfalls eine 
erhöhte mRNA-Expression für das Gen Ltf feststellen (104). Hier zeigten beide 
Mausmodelle unter Östrogeneinfluss eine erhöhte Expression, allerdings wird Ltf im 
Uterus der WT-Mäuse um  3,5-fache höher exprimiert (Abb. 4.5). Die im TV 2 gezeigten 
Ergebnisse legen weiterhin nahe, dass Ltf substanzspezifisch reguliert wird. Grund dafür 
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ist eine erhöhte Expression nach der E2-Behandlung und eine verringerte 
mRNA-Expression nach der Genisteinbehandlung. Bekannt ist, dass Genistein eine höhere 
Affinität zum ERβ hat, im Uterus aber der ERα vorrangig zu finden ist. Weiterhin könnte 
auch die Rekrutierung von Koaktivatoren Einfluss darauf haben, die bekannt dafür sind, 
die Transkriptionsrate steigern zu können (72,237). Es ist bekannt, dass der ERα mit einer 
Vielzahl an Proteinen interagiert, die als Koaktivatoren fungieren können (238). Solche 
Koaktivatoren können zum Beispiel die CREBP-Binde-Proteine sein (238). Diese Frage 
kann allerdings nicht allein mit den Daten aus dieser Arbeit beantwortet werden und 
bedarf einer weiterführenden Untersuchung mit anderen Methoden.  
Im Gegensatz zu tierexperimentellen Studien mit Rattenuteri, bei denen eine verringerte 
Expression des Esr1 nach einer E2-Behandlung gezeigt wurde (239), konnte im Rahmen 
dieser Arbeit eine erhöhte Expression des Esr1 nach der Behandlung mit E2 in drei Monate 
alten ArKO-Mäusen nachgewiesen werden. Dies steht im völligen Widerspruch zu den 
Ergebnissen von TV 1. Beschrieben wird im Allgemeinen eine verringerte 
mRNA-Expression des Esr1 nach E2-Behandlung wie es in TV 1 bei den ArKO- und 
WT-Mäusen beobachtet wurde. Es kann nur vermutet werden, dass es sich hierbei um 
eine Auswirkung der lebenslangen Östrogendefizienz in den Uteri der ArKO-Mäuse 
handelt. Diese Aussage wird mit der mRNA-Regulation des Clu weiter unterstützt, auch 
hier stehen die gemachten Beobachtungen im Widerspruch zu den Daten wie sie in der 
Literatur zu finden sind. Wird doch ein klares Expressionsmuster dahingehend 
beschrieben, dass die Expression von Clu durch eine Behandlung mit E2 im Uterus inhibiert 
wird (227).  
 
Gene, die im Verdacht stehen, eine molekulare Verbindung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz darzustellen, wie Pparg (92), Il6 (95) und Tnfa (100), zeigten bei dem 
Vergleich der mRNA-Basisexpression in den Uteri der beiden Mausmodelle (WT und 
ArKO) als auch bei den verschiedenen Altersgruppen Unterschiede in der Größe der 
Expression (Abb4.6 und 4.16). Die Expression des Pparg war nach der E2-Behandlung in 
den drei Monate alten ArKO-Mäusen und den intakten WT-Tieren niedriger exprimiert 
verglichen mit den jeweiligen östrogendefizienten Pendants.  
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Einhergehend mit diesen Daten konnte in Versuchen an ovariektomierten Ratten gezeigt 
werden, dass der Pparg eine verringerte mRNA-Expression nach der Ovariektomie 
aufwies, was sich nach einer Behandlung mit  E2 auch nicht änderte (240). Anders verhielt 
sich allerdings die Expression in den zwölf Monate alten ArKO-Mäusen, hier zeigte der 
Pparg eine erhöhte Expression nach der Behandlung mit E2 und Genistein.  
Die mRNA von Il6 bzw. Tnfa wurde in den Uteri der unter Östrogeneinfluss stehenden 
Mäuse für beide Mausmodelle nicht nur in dieselbe Richtung exprimiert, sondern auch 
auf eine vergleichbare Expressionshöhe vermittelt (Abb. 4.6).  
So lässt sich vermuten, dass sich für die Gene, die eine Assoziation zum MetS aufweisen, 
die Modellunterschiede der mRNA-Grundspiegel durch die Gabe von E2 revidieren lassen. 
Dies konnte nicht im Fall der beiden unterschiedlichen Altersgruppen erreicht werden. 
Eine E2-Behandlung resultierte zum Teil in inversen mRNA-Expressionen (Tnfa). Es liegt 
die Vermutung nahe, dass auch hier die längere Östrogendefizienz oder aber das Alter 
einen starken Einfluss auf die Regulation der mRNA-Expression haben.  
 
5.1.2 Fettgewebe 
Das Fettgewebe ist das größte Energiedepot und spielt so eine große Rolle in der 
Energiehomöostase (109,241). Darüber hinaus wird es mittlerweile auch als das größte 
endokrine Organ wahrgenommen (31). So wurde nachgewiesen, dass es Sexualhormone 
speichern wie auch synthetisieren kann, wenn beides auch nur in geringen Mengen 
(98,242).  
Im Normalfall geht man davon aus, dass das Körpergewicht mit dem Gewicht des 
Fettgewebes positiv korreliert. Was heißen soll, bei einem hohen Körpergewicht erwartet 
man auch eine erhöhte absolute Fettmasse. Wie bereits schon beschrieben nehmen die 
WT-Mäuse nach der Entfernung der Ovarien an Körpergewicht zu, was zu einer 
Verfettung des Körpers führt. Ebenso haben die östrogendefizienten ArKO-Mäuse einen 
signifikant höheren Körperfettanteil im Vergleich zu den ovx WT-Mäusen. Diese 
Beobachtung konnten Jones et al. bei ArKO-Mäusen auch machen. Bekannt ist, dass 
Leptin das Körperfett zum Beispiel durch eine Erhöhung der Futteraufnahme reguliert. Da 
ArKO-Mäuse über einen erhöhten Körperfettanteil verfügen, ist es nicht verwunderlich, 
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dass auch der zirkulierende Leptin-Spiegel erhöht ist. Aus der Tatsache heraus, dass 
ArKO-Mäuse, trotz erhöhtem Körperfettanteil, eine verminderte Nahrungsaufnahme 
aufweisen, schließen Jones et al., dass die Mäuse normal auf Leptin ansprechen (115,116).  
Eine Zunahme des Fettgewebes konnte bei den ebenfalls östrogendefizienten 
αERKO-Mäusen beobachtet werden. Bei der Östrogendefizienz in den αERKO-Mäusen 
handelt es sich allerdings um einen „funktionellen“ Östrogenmangel, da die E2-Effekte 
zellulär nicht umgesetzt werden können. Somit scheinen im Fettgewebe die E2-Effekte 
hauptsächlich über den ERα vermittelt zu werden (226). Interessanterweise kommen 
Heine et al. zu dem Schluss, dass die Zunahme des Fettgewebes in der αERKO-Maus nicht 
ein Resultat einer erhöhten Energieaufnahme ist, sondern Resultat eines reduzierten 
Energieaufwandes (226).  
Beim Vergleich der beiden unterschiedlichen Altersgruppen wurde aber festgestellt, dass 
das Gewicht des Fettgewebes nicht zwangsläufig in Korrelation zum Körpergewicht 
steht. So waren die zwölf Monate alten Tiere aller Behandlungsgruppen signifikant 
schwerer als die drei Monate alten Tiere, das Gewicht des Fettgewebes allerdings zeigte 
sich im Trend leichter. Eine Ausnahme bildet hier lediglich die Behandlungsgruppe mit 
Genistein. In diesem Fall korrelieren tatsächlich Körpergewicht und das Gewicht des 
Fettgewebes. Eine Erklärung, weshalb das Körpergewicht der ArKO-Mäuse auch nach 
einer E2-Behandlung nicht mit dem Gewicht des Körperfettes korreliert, lieferten Jones et 
al. mit der schon oben erwähnten Feststellung, dass ArKO-Mäuse offensichtlich normal 
auf Leptin ansprechen und daher keiner vermehrten Nahrungsaufnahme bedürfen 
(115,116).  
 
Der Verlust von Östrogenen in der Menopause wird mit einem erhöhten Risiko für 
Adipositas assoziiert (243). Östrogene haben eine direkte Auswirkung auf das 
Fettgewebe, so verringert eine Ovariektomie die Lipolyse. Während eine E2-Gabe die 
Fettverbrennung verbessert und so zu einem Gewichtsverlust des Fettgewebes führt 
(115,243). Somit hat E2 einen Einfluss auf den Energiestoffwechsel sowohl über die 
genomischen als auch über die nicht genomischen Mechanismen der Östrogenrezeptoren 
(243). Toda et al. konnten zum Teil eine veränderte Regulation der Expression im 
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Fettgewebe der ArKO-Mäuse beobachten und ziehen den Schluss daraus, dass es sich 
dabei um Folgen der Störung auf molekularer Ebene des Aromatase Gen Cyp19 handeln 
muss (104). 
Als ein anerkannter Indikator für Insulinresistenz gilt das Gen Tnfa während Pparg 
bekannt dafür ist Modulator der Leptinproduktion zu sein sowie ein Insulin-Sensitizer. 
Tnfa wird im adipösen Organismus vermehrt in den Fettzellen synthetisiert und es kann 
eine erhöhte Expression nachgewiesen werden (244,245). Der Pparg ist ein wichtiger 
Vermittler der Adipozytendifferenzierung und der Fettsäureaufnahme sowie Speicherung 
(246). Ein erhöhtes Körpergewicht führt daher zu einer erhöhten Expression der mRNA 
des Pparg (247). Die Expression dieser Gene wurde ausgewertet, da hier die Möglichkeit 
besteht, über ihre Expressionsspiegel möglicherweise eine mechanistische Verbindung 
zwischen Östrogenmangel und Symptomen des MetS herzustellen.  
Durch Vergleich der beiden Mausmodelle konnte festgestellt werden, dass die mRNA des 
Tnfa im gonadalen Fettgewebe von WT-Mäusen eine höhere Expression aufweist im 
Vergleich zur Expression im entsprechenden Gewebe der ovx WT-Mäusen. Anders 
verhielt sich die mRNA-Expression des Tnfa im Fettgewebe der E2-behandelten 
ArKO-Mäuse, hier lag eine Repression im Vergleich zu den kontrollbehandelten 
ArKO-Mäusen vor. Eine dauerhafte Östrogendefizienz wirkt sich offensichtlich auch auf 
die Ansprechbarkeit der Organe gegenüber E2 aus (116).  
Das Gen Il6 codiert ein Zytokin, welches ein wichtiger Mediator von 
Entzündungsreaktionen ist und sich an der Reifung von β-Zellen beteiligt (248). Die 
Expression des Il6 in den Adipozyten kann durch Insulin und TNFα stimuliert und durch 
Glykokortikoide inhibiert werden (249). Die beim Vergleich der experimentellen Modelle 
erhobenen Daten zu Il6 im Fettgewebe decken sich mit denen, die in der Literatur 
beschrieben werden. In den Publikationen wird neben einer erhöhte Expression des Il6 im 
adipösen Organismus auch ein erhöhter IL-6 Plasma-Spiegel aufgezeigt (250,251). Ebenso 
konnte in der Literatur gezeigt werden, dass eine Behandlung mit E2 eine Verringerung 
des IL-6 Plasma-Spiegel bewirkt (252).  
Mit TV 2 konnten altersbedingte Unterschiede auf der Ebene basaler Genexpression 
demonstriert werden. So konnte gezeigt werden, dass im Fettgewebe die 
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Expressionsspiegel in den Genen Pparg, Lep, Lepr und Il6 bei den jüngeren Mäusen stärker 
ausgeprägt sind als in den der älteren Tiere. Bei der mRNA-Expression blieb auch nach der 
Behandlung mit E2 bzw. Genistein der Altersunterschied sichtbar. So zeigten die Gene 
Pparg, Lep und Lepr nach der Behandlung das die höhere Östrogenresponsivität der 
jüngeren Tiere bestehen blieb.  
Im Fettgewebe wird primär der Esr1 exprimiert (253,254). Für Esr1 ist die altersbedingte 
Veränderung in der Regulation seiner Expression substanzspezifisch. So wurde in den drei 
Monate alten ArKO-Mäusen eine geringere Expression nach einer E2-Behandlung 
nachgewiesen als im Vergleich zu den zwölf Monate alten Tieren. Dem gegenüber konnte 
nach der Behandlung mit Genistein eine höhere Expression von Esr1 in jüngeren Tieren 
gezeigt werden verglichen mit den zwölf Monate alten ArKO-Mäusen. Dies lässt den 
Schluss für TV 2 zu:  
Die Behandlungssubstanz wie auch das Lebensalter zum Zeitpunkt der Behandlung haben 
einen kombinierten Einfluss auf die Expression der östrogenresponsiven Gene im 
gonadalen und infrarenalen Fettgewebe. Die im infrarenalen Fettgewebe gemachten 
genregulatorischen Effekte waren in den mit Genistein behandelten Tieren noch 
ausgeprägter als im gonadalen Fettgewebe. Diese Beobachtung ist insofern interessant, 
da der Pparg als molekulares Ziel für Genistein beschrieben wird. Somit kann Einfluss auf 
den Prozess des Fettgewebeumbaus genommen werden (255). Im mikromolaren Bereich 
bindet Genistein dabei an den transaktivierten PPARγ, was zu einer Erhöhung der 
Adipogenese führt (255). Allerdings konnten dosisabhängige Genisteineffekte im 
Fettgewebe beobachtet werden, so zum einen eine down-Regulation der Adipogenese 
und zum anderen die Balance zwischen der Aktivierung Östrogenrezeptoren und PPARγ 
(255).  
 
Um die eruierten Unterschiede im Fettgewebe beider Mausmodelle weiter zu 
untersuchen, wurde unter anderem auch der Serumleptin-Spiegel bestimmt. Es ist 
bekannt, dass der Serumleptin-Spiegel im adipösen Organismus erhöht ist (256). Mit einer 
Gewichtsreduktion kann aber dieser Spiegel reduziert werden (256). Die 
Serumleptin-Konzentration war in Studien bis zu viermal höher bei adipösen Menschen 
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im Vergleich zu normalgewichtigen Menschen. Im TV 1 war der Leptinspiegel im Vergleich 
zu den WT-Wurfgeschwistern bei den fettleibigen ArKO-Mäusen erhöht. Ähnliche 
Resultate konnten auch aus anderen Studien berichtet werden, in denen argumentiert 
wird, dass durch den erhöhten Fettkörperanteil der ArKO-Mäuse die Möglichkeit besteht, 
mehr Leptin zu produzieren (115,116). Jones et al. konnten zeigen, dass der zirkulierende 
Serumleptin-Spiegel in ArKO-Mäusen signifikant erhöht ist (115). Es gibt ebenfalls für den 
Menschen Veröffentlichungen, die eine Assoziation zwischen adipöser Figur und erhöhter 
Leptinproduktion herstellen (257). Widersprüchliche Ergebnisse zeigten sich für den 
Serumleptin-Spiegel in postmenopausalen Frauen. Einerseits wird beschrieben, dass der 
Serumleptin-Spiegel in der Menopause sinkt, was mit einer Abnahme des 
Östrogenspiegels diskutiert wird (258). Andererseits wurde bei postmenopausalen 
Frauen oft auch ein erhöhter Leptin-Spiegel nachgewiesen (218). 
 
5.1.3 Einfluss des Lebensalters auf die Organphysiologie 
Mit der tierexperimentellen Studie TV 2 konnte gezeigt werden, dass das Lebensalter 
beim Beginn der Behandlung eine wichtige Größe ist.  
In Publikationen wurde gezeigt, dass eine DNA-Methylierung zwischen Zellgenerationen 
auftritt (259–261), was Veränderungen im Regulationsmuster der Genexpression zur 
Folge hat. Bei der DNA-Methylierung kommt es zu Geninaktivierung, dabei werden im 
Allgemeinen aber nur die Promotoren methyliert, die bereits inaktiv sind. Damit können 
Gene vollends stillgelegt werden. Während der Entwicklung des Organismus wird ein 
signifikanter Anteil sogenannter Cytosin-phosphatidyl-Guanin (CpG)-Inseln methyliert.  
Für einige der hier untersuchten Gene konnten CpG-Inseln ausgemacht werden, zum 
Beispiel für die Gene Esr1, Ltf, Pgr und Lep. Für das Gen Pparg allerdings wurden solche 
Inseln nicht gefunden. 
 
5.1.4 Resümee der tierexperimentellen Studien TV 1 und TV 2  
In TV 1 wurde eine vergleichende Bewertung zweier östrogendefizienter Mausmodelle 
durchgeführt. Geht man von der Hypothese aus, dass ArKO-Mäuse und ovx WT-Mäuse 
Pendants sind, so sollten zum einen die basalen Expressionsspiegel in beiden 
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Mausmodellen gleich sein. Veränderungen der physiologischen und molekularen 
Parameter sollten gegenüber der Ansprechbarkeit von E2 ebenfalls ähnlich sein. Es ist 
allerdings offensichtlich dass, die molekularen Endpunkte wie an Hand der untersuchten 
Gene gezeigt in beiden Modellen nicht immer identisch reguliert werden. Daher lässt sich 
basierend auf den physiologisch und molekularbiologisch erhobenen Daten 
schlussfolgern, dass die unter Östrogenmangel stehenden ArKO-Mäuse auf eine 
Östrogenbehandlung ein anderes Muster der Antwort nachweisen als die 
ovx WT-Wurfgeschwister. In dem Zusammenhang sei auf das Uterusfeuchtgewicht 
verwiesen (Abb. 4.2), welches unter E2-Wirkung bei den vt WT-Mäusen um das 3,5-fache 
schwerer ist als bei den ArKO E2-Mäusen. Einen weiteren Punkt der Ungleichheit 
repräsentieren die östrogenresponsiven Gene im Uterus, die sich im basalen Spiegel der 
Expression unterscheiden (Esr1, Esr2, Pgr, Ltf) und nach der E2-Behandlung entweder ein 
inverses Regulationsmuster aufweisen (Esr2) oder auch eine unterschiedliche Ausprägung 
des Ausmaßes der Regulation der mRNA-Expression (Pgr, Ltf). Auch im Regulationsprofil 
der Expression des Fettgewebes lassen sich schon bei den Kontrollgruppen Unterschiede 
erkennen (Tnfa, Il6, Lepr, Insr). Wie schon im Uterus lässt sich auch im Fettgewebe nach 
der Behandlung mit E2 bei manchen Genen eine inverse Regulation feststellen (Tnfa) bzw. 
die Ausprägung der Expressionsänderung ist deutlich unterschiedlich (Lepr, Pparg). 
Daher erscheint die ArKO-Maus wenig geeignet für jene Untersuchungen, die allein die 
Östrogenprüfung im Zusammenhang mit der Behandlung von Symptomen der 
Menopause betreffen. Andererseits scheint es aber, dass die ArKO-Maus ein geeignetes 
Modell bei Fragen zu Zusammenhängen von Östrogenmangel und der Entstehung von 
Symptomen des MetS ist.  
Für den Altersvergleich konnte eine gewebe- und genabhängige Veränderung der 
Ansprechbarkeit auf eine E2-Behandlung demonstriert werden. Dabei zeigte sich, dass mit 
zunehmendem Alter die Reaktionsfähigkeit gegenüber E2 in den untersuchten 
Zielgeweben gedämpft wird, wenngleich eine Ausnahme für das Gen Ltf im Uterus 
festgestellt wurde. Die Ergebnisse legen nahe, dass bei den ArKO-Mäusen das Alter der 
Tiere eine entscheidende Determinante der Östrogensensitivität ist und bei zukünftigen 
Studien berücksichtigt werden sollte. Dies scheint insofern wichtig, wenn die 
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Endpunktbetrachtung auf Gewebe und Gene abzielt, die besonders dem 
Alterungsprozess unterliegen.   
Im Rahmen dieser Arbeit konnte nicht geklärt werden, welche Effekte durch E2 auf die 
Proteinexpression zwischen den untersuchten Mausmodellen auftreten. Daher sollte in 
künftigen Charakterisierungsstudien der ArKO-Maus die Bestimmung der 
Proteinexpression eine wesentliche Rolle spielen, werden doch nahezu alle Funktionen 
des Organismus von Proteinen ausgeführt. Es sollte weiterhin von Interesse sein 
ausgewählte Hormonspiegel zu messen, um diese unter den Modellen zu vergleichen. Die 
ArKO-Maus wird bedingt durch den Ausfall der Aromataseaktivität als östrogendefizient 
beschrieben. Fisher et al. zeigten allerdings neben einem deutlich erhöhten 
Testosteronspiegel, für einige ArKO-Mäuse auch messbare E2-Spiegel, die denen der 
WT-Mäuse vergleichbar waren (103).  
 
5.2 Evaluierung der Beobachtungen in den Kurz- und Langzeitbehandlungen mit 
östrogenähnlichen Substanzen (TV 3 und TV 4) 
Die Östrogenrezeptoren sind die einzigen Steroid-Rezeptoren, welche neben steroidalen 
Verbindungen auch mit einer Vielzahl von nicht-steroidalen Verbindungen interagieren 
können einschließlich SERMs, Phytoöstrogene und Xenoöstrogene (262,263). Daher lag 
es nahe zu prüfen, welchen Einfluss östrogenähnliche Substanzen auf ausgewählte Gene 
und Gewebe in der ArKO-Maus haben.  
Der Leitgedanke, warum die ArKO-Maus als Tiermodell weiterverwendet wurde, war die 
Untersuchung der Zusammenhänge einer E2-Deffizienz und einer Substitution mit 
östrogenhaltigen Substanzen.  
Mit den tierexperimentellen Studien TV 3 und TV 4 sollte zum einen geprüft werden, 
welchen Einfluss Raloxifen und pflanzlichen Sekundärmetaboliten im Vergleich zu E2 nach 
einem drei-Tage uterotrophen Assay haben und zum anderen welchen Einfluss die Dauer 
der 21-tägigen Behandlung auf die Expression der untersuchten Gene im Uterus und 
Fettgewebe hat.  
Das im TV 3 und TV 4 verwendete Raloxifen ist ein gut beschriebenes SERM (264). Mit 
dem Soja-Isoflavonoid Genistein wurde eine Substanz gewählt, für die bereits 
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östrogenähnliche Effekte auf den Knochen bei in vitro und in vivo Studien nachgewiesen 
werden konnten (265–268). 8-PN, ein Östrogenrezeptor-Agonist, ist ein bekanntes 
Phytoöstrogen (144). Alle Testsubstanzen finden Anwendung in der klassischen als auch 
in der alternativen Behandlung menopausaler Beschwerden (269).  
 
Veränderungen des Körpergewichtes ließen sich in beiden tierexperimentellen Studien 
TV 3  und TV 4 nur bedingt nachweisen (Abb. 4.23 und 4.38). Die ArKO-Mäuse wiesen nach 
der Raloxifen-Kurzzeitbehandlung ein signifikant geringeres Körpergewicht auf 
(Abb. 4.23). Veränderungen, die sich anhand des Körpergewichtes nachweisen lassen, 
würde man nach einer längerfristigen Behandlung erwarten, da dafür länger andauernde 
Prozesse involviert sind. Dieser Effekt ist durchaus überraschend, da die Beobachtung 
nach der 21-tägigen Behandlung nicht verifiziert werden konnte. Black et al. zeigten, dass 
sich nach einer fünfwöchigen Behandlungszeit mit Raloxifen das Körpergewicht bei einer 
Konzentration von 0,01 mg/kg am stärksten verändert (270). Allerdings konnte durch eine 
steigende Raloxifenkonzentration von 0,1 mg - 10 mg/kg nur eine geringe Veränderung 
des Körpergewichtes verglichen zu den intakten Tieren nachgewiesen werden (270). 
Vergleichend zu den ovariektomierten Tieren konnten signifikante Unterschiede beim 
Körpergewicht nach der Raloxifenbehandlung  gezeigt werden (270).  
In leptindefizienten (ob/ob) und leptinresistenten (db/db)-Mäusen konnte nach einer 
Behandlung mit E2 ein Sinken der Nahrungsaufnahme und eine Erhöhung des 
Energieaufwandes beobachtet werden (70). Dies führte zu einer Reduktion des 
Körpergewichtes. Im Rahmen dieser Arbeit konnte durch eine E2-Behandlung eine 
signifikante Reduktion des Körpergewichtes der ArKO-Mäuse beobachtet werden 
(Abb. 4.38), was den Daten von Jones et al. entspricht (115).  
 
5.2.1 Uterus  
Der Uterus gilt als eines der klassischen Zielorgane für endogenes und exogenes E2 (227).  
Eine Behandlung mit E2 stimuliert die uterine-epitheliale Proliferation (233,271), was in 
einer Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes resultiert. Dieser Effekt wird daher als 
Indikator für die Östrogenität einer Testsubstanz verwendet (272).  
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Eine Östrogenität von E2 im Uterus von ArKO-Mäusen konnte sowohl nach der 
dreitägigen wie auch nach der 21-tägigen Behandlung beobachtet werden. Nach beiden 
Behandlungszeiträumen nahm das Uterusfeuchtgewicht signifikant zu, was den 
Literaturdaten entspricht. Allerdings konnte auch gezeigt werden, dass das 
Uterusfeuchtgewicht nach der 21-tägigen Behandlung um das 3,75-fache schwerer war als 
das nach der dreitägigen Gabe.  Was nicht überrascht, da der Behandlungszeitraum 
deutlich länger war und sich so der Einfluss von E2 potenzieren konnte. Mit Hilfe der 
real time PCR-Analyse konnte geklärt werden, welchen Einfluss die Behandlungsdauer auf 
die Regulation der Genexpression hat. Vergleicht man die Regulation der 
mRNA-Expression der beiden ER-Subtypen Esr1 bzw. Esr2 nach beiden 
Behandlungszeiträumen mit E2, so unterscheiden diese sich deutlich bezüglich der 
Richtung der Expression. In der Literatur wird beschrieben, dass eine E2-Behandlung bei 
Esr1 im Uterus zu einer verringerten Expression führt (239). Diese konnte zwar nach der 
21-tägigen Behandlungsdauer beobachtet werden, nicht aber nach der dreitägigen. 
Ähnliche Ergebnisse ergaben sich auch bei der Expression in den Genen Pgr und Clu 
(Abb. 4.28 und 4.43). In beiden Fällen ist die mRNA-Expression der Gene Pgr bzw. Clu im 
Uterus nach der dreitägigen Behandlung erhöht und nach der 21-tägigen Behandlung 
verringert. In der Literatur finden sich Studien mit längerfristig E2-behandelten 
ArKO-Mäusen, bei denen Pgr wie auch Ltf im Uterus eine niedrige Expression aufweisen 
(104). Dies fügt sich insofern in bekannte Literaturdaten, da in den Uteri der 
αERKO-Mäuse keine Erhöhung der mRNA-Spiegel für Pgr und Ltf nach einer 
E2-Behandlung nachgewiesen wurde (273,274). Ein ähnliches Ergebnis konnte nach der 
E2-Behandlung in den Uteri der AF2ERKI-Mäuse festgestellt werden, da es auch hier zu 
keiner erhöhten mRNA-Expression von Ltf kam (232). Anders verhielt es sich in den Uteri 
der ArKO-Mäuse bei der Expression des Gens Ltf. Hier wurde nach beiden 
Behandlungszeiträumen eine durch E2 erhöhte mRNA-Expression des Ltf in den 
ArKO-Mäusen nachgewiesen. Lediglich die Intensität der Ausprägung zwischen den 
beiden Behandlungszeiträumen unterschied sich dahingehend, dass die länger 
behandelten Tiere auch eine höhere Expression des Ltf im Uterus aufwiesen. So sind 
bereits nach der Behandlung mit E2 deutliche Unterschiede zu erkennen.  
Diskussion 
 
- 139 - 
 
Die Gene mit einer möglichen molekularen Verknüpfung zwischen MetS und 
Östrogendefizienz wie Pparg und Il6 werden zwar nach beiden Behandlungszeiträumen 
im Uterus in die gleiche Richtung exprimiert, lediglich das Ausmaß der Expression 
unterscheidet sich zum Teil sehr drastisch, so z. B. beim Pparg um das bis 4-fach (Abb. 
4.29 und 4.44). Jeweils nach der 21-tägigen Behandlung kann die stärkere Ausprägung der 
Expression beobachtet werden. Dies legt die Vermutung nahe, dass hier die längere 
Behandlungsdauer Einfluss nimmt.  
 
Raloxifen 
Raloxifen ist ein synthetischer, nicht steroidaler SERM. Verwendung findet Raloxifen 
primär in der Behandlung und Prävention der Osteoporose bei postmenopausalen 
Frauen. Studien zeigten, dass Raloxifen neutrale Effekte gegenüber dem Uterus  besitzt 
(270,275).  
Mit dieser Arbeit wird gezeigt, dass es nach einer dreitägigen Behandlung mit Raloxifen 
zu einer Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes in ArKO-Mäusen kam (Abb. 4.24). Diese 
Beobachtung ist außergewöhnlich, da sie zum einen den Literaturdaten widerspricht zum 
anderen der Effekt ausschließlich nach der dreitägigen Behandlung gezeigt wurde. 
Erlandsson et al. konnten nach der Behandlung von C57BL/6-Mäusen mit dem 
Raloxifen-Analogon LY117018 in ovx Tieren ebenfalls eine Östrogenität nachweisen, dafür 
wurden in diesem Fall die Tiere für 2,5 Wochen behandelt (276). Die Behandlung mit 
LY117018 in den sham-operierten Tieren zeigte eine Verringerung des Uterusgewichtes. 
Black et al. stellten für Raloxifen (LY139481 HCl) eine konzentrationsabhängige 
Östrogenität fest (270). 
Die auf den Gewichtsdaten aufbauenden Resultate der mRNA-Expression zeigten für 
Raloxifen im Uterus ein Expressionsmuster dahingehend, dass die Dauer der Behandlung 
keinen nennenswerten Einfluss auf die Expression der untersuchten Gene nahm. Einzig 
die Expression von Esr2 zeigte eine inverse Regulation, da es nach dreitägiger Gabe von 
Raloxifen zu einer Stimulation und nach der 21-tägigen Behandlung zu einer Repression 
der mRNA vom Esr2  im Uterus  kam. Bei weiblichen ovariektomierten CF1-Mäusen konnte 
beobachtet werden, dass eine kurze Behandlung mit Raloxifen zu einer verringerten 
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Expression des Esr1 im Uterus führt und zu einer erhöhten mRNA-Expression des Esr2 
(277). Dies konnte bei ArKO-Mäusen so nicht bestätigt werden.  
Nach der Behandlung mit Raloxifen wurden im Uterus der ArKO-Maus östrogene (Esr2) 
als auch antiöstrogene Eigenschaften (Clu, Ltf, Il6) beobachtet, wobei die antiöstrogenen 
Eigenschaften überwogen. Alle untersuchten Gene mit einer Verbindung zwischen 
Östrogendefizienz und MetS (Pparg, Il6, Tnfa) unterschieden sich nach der Behandlung 
mit Raloxifen zum Teil sehr stark in ihrer Regulation der mRNA-Expression verglichen mit 
einer östrogenen Expression. Im Uterus zeigte sich nach beiden Behandlungsdauern mit 
Raloxifen eine E2-ähnliche Regulation nur für das Gen Esr2.  
Diese Daten suggerieren, dass Raloxifen auf den Uterus der ArKO-Maus nur ein niedriges 
Niveau von Östrogenität ausübt. Diese Ergebnisse decken sich mit unterschiedlichen 




Die weiblichen ArKO-Mäuse wurden mit dem natürlich vorkommenden Soja-Isoflavonoid 
Genistein behandelt. Dabei konnte in vorangegangenen Studien festgestellt werden, dass 
es zu einer dosisabhängigen Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes bei oral mit Genistein 
supplementierten Ratten kam (280,281,123,282,283). Stand den Tieren ein 
phytoöstrogenfreies Futter ad libitum zur Verfügung und wurden sie auf dieser Basis 
subkutan mit Genistein behandelt, konnten wiederum keine Effekte auf die Stimulation 
des Uterusfeuchtgewichtes nachgewiesen werden (123). Bei Versuchen mit 
ovariektomierten C57BL/6-Mäusen zeigte die orale Behandlung mit Genistein ebenfalls 
keinen Einfluss auf das Uterusgewicht (284). Diese Ergebnisse sind konform zu Studien 
mit ArKO-Mäusen, bei denen ebenfalls keine Zunahme des Uterusfeuchtgewichtes nach 
der Behandlung mit Genistein beobachtet werden konnten (285). Mit den beiden 
tierexperimentellen Studien TV 3 und TV 4 konnte die Aussage verifiziert werden, dass 
Genistein keinen Einfluss auf das Uterusfeuchtgewicht zu haben scheint (Abb4.24 und 
4.39). Dies war unabhängig davon wie lange die Tiere behandelt wurden. Da allerdings 
nur eine Dosis untersucht wurde, bleibt die Frage offen, welche Effekte bei anderen 
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Konzentrationen beobachtet werden könnten. Bekannt ist, dass Genistein eine höhere 
Bindungsaffinität zu ERβ als zu ERα zeigt, letzterer aber primär im Uterus exprimiert wird. 
Damit bietet sich ein Erklärungsansatz, warum eine Behandlung mit Genistein kaum 
Einfluss auf das Uterusfeuchtgewicht hat. Weiterhin kann die Wirkung von Genistein nicht 
nur über den ERβ und ERα erfolgen, sondern auch über einen Tyrosin-Kinase-Signalweg 
(286). Ist doch die bekannteste Aktivität des Genistein die Inhibierung des 
Tyrosin-Kinase-Signalwegs in vielen Gewebetypen, was unter anderem in einer 
verlangsamten Tumorgenese endet (287–289).  
Bei der Bewertung der mRNA-Expressionsdaten nach der Behandlung mit Genistein im 
Uterus der ArKO-Maus fällt auf, dass die Dauer der Behandlung sich entweder kaum in 
den Expressionsspiegeln der Gene widerfinden ließ (Esr1, Ltf) oder eine inverse 
Expression auftrat (Esr2, Clu, Il6). Dabei wurde die Expression der mRNA von Il6 und Clu 
nach der dreitägigen Gabe verringert und nach der 21-tägigen Behandlung stimuliert 
(Abb. 4.28, 4.29, 4.43, 4.44). Die Verwendung von Genistein im drei-Tage uterotrophen 
Assay  als auch nach den 21-Tagen Behandlung führte im Fall für die Expression der mRNA 
des Esr1 zu eine erhöhten Expression. Dies steht im Widerspruch zu publizierten in vivo 
Studien, bei denen Ratten unter Genistein-Gabe eine verminderte Expression des Esr1 
aufwiesen (290). Im Gegensatz zu anderen Untersuchungen erfolgte im Rahmen dieser 
Arbeit der Nachweis, dass die mRNA des Pgr im Uterus von ArKO-Mäusen nach einer 
Genisteinbehandlung verringert exprimiert wird (Abb. 4.28 und 4.43). Studien in Ratten 
allerdings stellten eine erhöhte Expression des Pgr fest (123,291). Es liegt daher die 
Vermutung nahe, dass es sich für die beiden östrogenresponsiven Gene Esr1 und Pgr um 
ArKO-Maus spezifische Effekte handeln muss, da die anderen Studien sich auf Daten von 
Ratten stützen. Angemerkt sollte aber auch werden, dass bei Gene ohne ERE wie Clu die 
Wirkung von Genistein deutlich geringer ausgeprägt ist (292). 
Des Weiteren zeigten die Untersuchungen im Uterus der mit Genistein behandelten Tiere 
kaum östrogene Eigenschaften im Hinblick auf die mRNA-Expression der untersuchten 
Gene. Es konnten neben wenigen östrogenen Effekten, wie sie z. B. im Esr2 (Abb. 4.27 
und 4.42) beobachtet wurden, eine Vielzahl an nicht-östrogenen Effekten beschrieben 
werden (Esr1, Pgr, Clu, Il6). Auf Grundlage der Daten, die nach der Behandlung mit 
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Genistein erhoben wurden, kann festgestellt werden, dass durch dieses Soja-Isoflavonoid 
östrogenähnliche Eigenschaften nur auf einem sehr geringen Niveau im Uterus der 
ArKO-Maus vorhanden sind. Diese Ergebnisse gehen konform mit anderen Studien, die 
bereits zeigen konnten, dass Isoflavonoide abhängig von der Konzentration und des 
hormonellen Hintergrundes des Organismus östrogene als auch antiöstrogene 
Eigenschaften besitzen (293–295).  
 
8-Prenylnaringenin 
8-PN als eines der wirksamsten Phytoöstrogene wies nach der 21-tägigen Behandlung 
kein verändertes Uterusfeuchtgewicht auf. Diese Beobachtung ist auffällig, da eine 
Wirksamkeit in vivo durch Miyamoto et al. in ovx Ratten nachgewiesen wurde (140). In 
zeitabhängigen Versuchen mit 8-PN behandelten ovx Ratten konnte gezeigt werden, 
dass die Effekte von der Dauer der Behandlung abhängig waren. So wurde beobachtet, 
dass das Uterusfeuchtgewicht nach einer Behandlungsdauer von 7, 24 und 72 Stunden 
mit 8-PN signifikant erhöht war (235). Die Effekte von 8-PN auf den Uterus im Zuge des 
Zeitabhängigkeits-Versuches traten nach einer vergleichsweisen kurzen Zeit ein (235). 
8-PN wird als ein über den ERα wirksames Phytoöstrogen beschrieben (144). Bei 
Transaktivierungs-Studien konnte gezeigt werden, dass 8-PN einer der stärksten 
pflanzlichen ERα-Agonisten ist (144). In vitro zeigte sich eine vergleichbare Östrogenität 
wie sie dem Östron nachgewiesen wurde (144). Andere Studien wiederum zeigten keine 
Unterschiede der Bindungsaffinität von 8-PN zu ERα und ERβ (142).   
Bei der mRNA-Expression der untersuchten Gene im Uterus konnte deutlich die 
Behandlungsdauer unterschieden werden. Auffallend dabei ist, dass erst nach der 
21-tägigen Behandlung die Regulation der Genexpression gezeigt werden konnte wie sie 
in der Literatur beschrieben wird (235). Beispielhaft sei hier die auf die Expression der 
Gene Esr1 und Pgr hingewiesen. Für beide Gene konnte eine inverse Regulation der 
mRNA-Expression im Bezug zur Behandlungsdauer festgestellt werden, während die 
mRNA des Pgr im Uterus nach der dreitägigen Behandlung signifikant niedriger 
exprimiert wurde, konnte nach der 21-tägigen Behandlung eine erhöhte Expression 
beobachtet werden (Abb. 4.28 und 4.43). Ein weiteres Resultat dieser Arbeit ist die 
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Tatsache, dass 8-PN auf die mRNA-Expression im Uterus der ArKO-Mäuse nur eine sehr 
geringe östrogene Wirkung ausübt. Dabei stechen besonders die östrogenresponsiven 
Gene (Esr1, Ltf, Pgr) hervor. Dies scheint offensichtlich ein Effekt des ArKO-Mausmodells 
zu sein, da in der Literatur für diese Gruppe von Genen (Tab. 1.3) eine Östrogenität durch 
8-PN beschrieben wurde (143,235).  
 
Zusammenfassend lässt sich auf Basis der mRNA-Expression für die Testsubstanzen 
Raloxifen, Genistein und 8-PN im Uterus der ArKO-Mäuse nur ein sehr geringes Niveau an 
östrogener Wirkung nachweisen. Dieser Nachweis ist besonders für 8-PN erstaunlich, da 
es in der Literatur als östrogen wirksame Substanz für den Uterus beschrieben wird.  
Für den Uterus der ArKO-Mäuse lässt sich weiterhin ergänzend feststellen, erst eine 
längerfristige Gabe östrogener Substanzen führt zu den Effekten im Uterus der 
ArKO-Maus die denen in der Literatur besprochenen Mäuse entsprechen. Diese Effekte 
konnten hinsichtlich der Regulation östrogenresponsiver Gene gemacht werden, weniger 
bei den Genen, die eine mögliche molekulare Verknüpfung von MetS und der 
Östrogendefizienz darstellen. So lässt sich vermuten, dass erst eine längerfristige 
Substitution mit östrogenähnlichen Substanzen die bekannten physiologischen Effekte 
als auch die zu erwartenden Expressionsmuster aufweist. Ein Grund dafür könnte die bei 
der ArKO-Maus bereits lebenslang vorhandene Östrogendefizienz sein, da so ein 
verlangsamtes Ansprechen des E2 erklärbar wäre. Dies lässt sich allerdings am besten 
nachweisen, wenn entsprechende Hormonspiegel bestimmt werden. Im Rahmen dieser 
Arbeit konnte dies aus Mangel an notwendigem Probenmaterial nicht durchgeführt 
werden. Die Annahme hinter dieser Theorie ist in Abbildung 5.1 dargestellt. Für den 
Uterus werden sogenannte schnelle und langsame E2-Antworten beschrieben. Zum 
schnellen E2-Response des Uterus zählt man unter anderem die erhöhte 
RNA-Polymeraseaktivität und die Synthese von Enzymen. Nach der E2-Substitution treten 
verzögert eine zelluläre Hypertrophie auf, ebenso wie eine erhöhte Protein- und 
RNA-Synthese.  
Für den Uterus der ArKO-Mäuse lassen sich daher zwei Theorien aufstellen:  
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a) Es bedarf einer bestimmten Substanzschwelle im Körper der ArKO-Maus, um 
östrogenähnliche Wirkungen in der mRNA-Expression auszulösen. Dazu könnte auch ein 
kurzer Behandlungszeitraum ausreichen.  
b) Die ArKO-Maus muss über einen längeren Zeitraum mit der östrogenähnlichen 
Substanz behandelt werden, um östrogene Einflüsse in der Genexpression des Uterus 
aufzuweisen, so würde sich auch erklären, warum im Rahmen dieser Arbeit die bekannten 
















Das Fettgewebe spielt unter anderem eine wichtige Rolle beim Stoffwechsel der 
Geschlechtshormone. Der größte Ort der peripheren Aromatisierung von Androgenen in 
Östrogene nach der Menopause ist das Fettgewebe (297). Da eine positive Korrelation 
von Fettgewebe und Aromataseaktivität besteht, ist es erklärbar, warum die 
Konzentrationen von Östron und Östradiol im Fettgewebe höher als im Plasma sind 
(298). In vitro und in vivo Studien wiesen nach, dass die Östrogenrezeptoren an der 
Modulation und Verteilung des Fettgewebes beteiligt sind (299).  
Im Fettgewebe werden beide Östrogenrezeptoren exprimiert. Untersuchungen in 
αERKO-Mäusen haben gezeigt, dass der ERα im Besonderen an der Fettumverteilung 
Abb. 5. 1  hypothetischer Mechanismus des Einflusses von E2 im Uterus von ArKO-Mäusen 
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beteiligt ist. Während αERKO-Mäuse 50 - 100 % mehr Fettgewebe besitzen als die 
WT-Mäuse (226,300,301) konnte bei den βERKO-Mäusen keine Akkumulation von 
Fettgewebe beschrieben werden (302,303). In der ArKO-Maus werden im Gegensatz zu 
den αERKO- und βERKO-Mäusen zwar beide Östrogenrezeptoren exprimiert, aber ihnen 
fehlt das Hormon, um den Hormon-Rezeptor-Komplex zu bilden, damit eine östrogene 
Wirkung zu erzeugt werden kann. Dadurch wird aufgrund des Östrogenmangels in der 
ArKO-Maus ebenfalls eine Fettgewebeakkumulation beobachtet, da eine über den ERα 
vermittelte Transkription ausbleibt (115,116). Eine Behandlung mit Östrogen bzw. 
Substanzen wie Raloxifen, Genistein und 8-PN führte in den ArKO-Mäusen nach beiden 
Behandlungszeiträumen zu einer Verringerung des infrarenalen Fettgewebes (Abb. 4.25 
und 4.40). Dabei zeigte sich nach der dreitägigen Behandlung von ArKO-Mäusen eine 
Verringerung des Gewichtes des infrarenalen Fettgewebes um das 1,7-2,4-fache, während 
sich nach der 21-tägigen E2-Behandlung das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes um das 
1,42-facheverringerte.  
Signifikante physiologische und biochemische Veränderungen des metabolischen 
Phänotyps treten erst nach einer längerfristigen Behandlung mit östrogenwirkenden 
Substanzen auf. Derartige Veränderungen sind die Abnahme der Fettgewebemasse durch 
eine Verringerung der Fettzellen (304) und eine Verringerung des Serumleptin-Spiegels.  
Eine Umstellung des Fettgewebemetabolismus bedarf einer gewissen Zeit, es erscheint 
daher plausibel, dass die signifikanten physiologischen Veränderungen erst in der 
21-tägigen Behandlungsdauer einsetzen.  
 
Infrarenales Fettgewebe 
Durch die Abnahme der Masse des infrarenalen Fettgewebes in den 
östrogenbehandelten Tieren nach beiden Behandlungszeiträumen und in allen 
Behandlungsgruppen lässt sich auch die Reduktion des Körpergewichtes erklären. Auf 
diese Weise wurde die in der Literatur beschriebene Beobachtung, dass östradiolähnliche 
Substanzen einen reduzierenden Einfluss auf das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes 
haben, mit dieser Arbeit bestätigt (132,304,305). Fettgewebe ist in der Lage, durch 
Unterbindung der Adipogenese und durch Induktion von Apoptose in den Adipozyten 
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reduziert zu werden (306). Es ist bekannt ist, dass durch eine Behandlung mit E2 die 
Fettzellen verkleinert werden, wodurch auch das Körpergewicht gesenkt wird (304). 
Im Zuge der Bewertung der Genexpressionsdaten konnte festgestellt werden, dass es 
zum Teil zu unterschiedlichen mRNA-Expressionsspiegel nach den beiden 
Behandlungszeiträumen mit E2 gekommen ist. Zeigten die östrogenregulierten Gene Esr1 
und Clu nach der dreitägigen Behandlung mit E2 im infrarenalen Fettgewebe keine 
Veränderung bei der mRNA-Expression, wirkte sich die 21-tägige Behandlung durch eine 
Stimulation der Expression für den Esr1 und einer Repression für Clu aus (Abb. 4.34 und 
Tab. 4.1). Neben einer inversen Regulation der mRNA-Expression (Il6) stand auch das 
Ausmaß der mRNA-Expression (Pparg, Il6ra) für einen Teil der Gene mit einer molekularen 
Verbindung zwischen Östrogendefizienz und Mets unter dem Einfluss der 
Behandlungsdauer. Dabei unterschied sich  die Größe der Expression für den Pparg um 
2-fache und für den Il6ra um beinah das 1,4-fache nach der E2-Behandlung im Vergleich zu 
den kontrollbehandelten Tieren (Abb. 4.37 und 4.48).   
Im Einklang mit den Literaturdaten für das Fettgewebe stehen dabei primär die 
Expressionsprofile von Esr1 und Srebp nach der 21-tägigen Behandlung mit E2 (307).  
Diese Ergebnisse legen nahe, dass die veränderte Expositionszeit Grund für die 
unterschiedliche Regulation der Genexpression sein könnte. Eine andere Vermutung ist, 
dass der genetisch bedingte Mangel an E2 in den ArKO-Mäusen verantwortlich für die 
unterschiedliche Regulation der Expressionen ist. Am wahrscheinlichsten ist eine 
Kombination aus beidem.  
 
 Raloxifen  
Nach den Behandlungen der ArKO-Mäuse mit dem SERM Raloxifen konnte für das 
Gewicht des infrarenalen Fettgewebes im Vergleich zu den unbehandelten Tieren nach 
beiden Behandlungszeiträumen eine Verringerung festgestellt werden. Es zeigte sich, 
dass die dreitägige Gabe mit Raloxifen eine stärkere reduzierende Wirkung auf das 
infrarenale Fettgewebe ausübte als die 21-tägige Behandlung (Abb. 4.25. und 4.40). 
Ähnliche östrogene Einflüsse konnten bereits bei Ratten beschrieben werden, die nach 
einer Ovariektomie unter anderem mit Raloxifen behandelt wurden (308).  Zusätzlich 
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konnte in dieser Studie eine signifikante Gewichtsverringerung des Fettgewebes im 
Vergleich zu den ovx Tieren beobachtet werden (308). Dies lässt den Schluss zu, dass 
Raloxifen auf das Gewicht des infrarenalen Fettgewebes der ArKO-Mäuse einen 
östrogenen Einfluss hat, da auf physiologischer Ebene östrogenähnliche Ergebnisse 
beobachtet werden konnten. 
Mit Hilfe der DNA-Quantifizierung konnte für einen Teil der Gene ein Einfluss der 
Behandlungsdauer nachgewiesen werden. Ein Expressionsunterschied durch den Einfluss 
der Behandlung ließ sich unter anderem in den Genen Esr1, Clu, Il6 und Il6ra beobachten. 
Dabei unterschieden sich Esr1, Clu und Il6 im Ausmaß der Expression (Abb. 4.34, 4.35, 4.37, 
4.48 und Tab. 4.1), während der Il6ra eine inverse Regulation aufwies (Abb. 4.37 und 
4.48). Kein Einfluss der Behandlungsdauer konnte in der Regulation der Gene mit einer 
Verbindung zum MetS (Lepr, Insr) aufgezeigt werden. Was die Vermutung nahe legt, dass 
Raloxifen im infrarenalen Fettgewebe der ArKO-Maus trotz längerer Behandlungsdauer 
keinen größer werdenden Einfluss auf den Fettstoffwechsel hat als nach der dreitägigen 
Behandlung. Um dies zu verifizieren, bedarf es allerdings zum einen noch der 
Überprüfung weiterer Gene wie z.B. Resistin oder Adiponektin und einer bewertenden 
Betrachtung von Proteinexpressionsdaten.  
Für die Regulation der mRNA-Expression konnte nur ein sehr geringer östrogener Einfluss 
von Raloxifen gezeigt werden. Die Mehrheit der untersuchten Gene zeigten keine 
Östrogenität nach der Raloxifenbehandlung (Esr1, Lepr, Insr).  
Für Raloxifen liegt somit nahe, dass es ein geringes östrogenes Potenzial auf 
physiologische Parameter wie auch auf die Regulation der Gene aufweist.  
 
 Genistein 
Ein Verabreichen des Soja-Isoflavonoids Genistein wirkt sich auf das infrarenale 
Fettgewebe mit einer deutlich stärkeren Abnahme nach der dreitägigen als nach der 
21-tägigen Behandlung aus. Durch mehrere Studien konnte bereits gezeigt werden, dass 
Genistein sich dosisabhängig auf das Gewicht des Fettgewebes mit einer Verringerung 
auswirkt (131,309,310). Dabei wird die Fettzelle kleiner, da Genistein einen hemmenden 
Effekt auf die Lipoproteinlipase (LPL) ausübt (309). 
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Der Einfluss der Behandlungsdauer wirkte sich auch zum Teil auf die Regulation der 
Genexpression im infrarenalen Fettgewebe der mit Genistein behandelten Tiere aus. Es 
wurden z.B. inverse Regulationen der Expression (Il6ra) (Abb. 4.37 und 4.48) 
nachgewiesen wie auch eine sich im Ausmaß unterscheidende Expression (Pparg, Il6) 
(Abb. 4.37 und 4.48). Damit konnte auf Ebene der mRNA-Expression ein Einfluss der 
Behandlungsdauer konstatiert werden.  
In Tierversuchen mit Mäusen wurde bereits für Genistein ein östrogener Einfluss auf die 
Regulation der Genexpression im Fettgewebe bestätigt (131). Mit den  
Expressionsprofilen der ArKO-Mäuse, die in dieser Arbeit erhoben wurden, kann diese 
Aussage bestätigt werden. Für die meisten untersuchten Gene wurde nach der 
Genisteinbehandlung eine östrogenähnliche mRNA-Expression bekräftigt (Esr1, Clu, Insr, 
Pparg). Dies geht konform mit Daten aus der Literatur, die ebenfalls zeigten, dass die 
Gene Esr1, Esr2, Lep und Pparg nach der Behandlung mit Genistein im Fettgewebe eine 
östrogene Expression aufwiesen (131). 
Die erhobenen Daten bestätigen den Eindruck, dass der Einfluss des Genistein auf das 
infrarenale Fettgewebe in ArKO-Mäusen stark von der Behandlungsdauer abhängt. 
Weiter kann mit diesen Ergebnissen die Annahme bekräftigt werden, dass Genistein einen 
östrogenen Einfluss auf das infrarenale Fettgewebe der ArKO-Mäuse ausübt.   
 
 8-Prenylnaringenin 
8-PN gehört zu einem der wirksamsten Phytoöstrogene (141). Seine dem E2 vergleichbare 
Wirksamkeit konnte durch in vivo Studien an ovx Ratten auf den Uterus als auch auf die 
Knochendichte gezeigt werden (140,311).  Bisher gibt es nur wenige Studien, die sich mit 
der Wirksamkeit des 8-PN auf das Fettgewebe beschäftigen.   
Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine Behandlung mit 8-PN zu einer 
2-fachen Verringerung des infrarenalen Fettgewebes führt. Interessanterweise konnte 
man diesen Effekt schon nach der dreitägigen Behandlung sehen. Er wurde aber nicht 
durch eine längere Behandlung verstärkt. Festgestellt werden kann daher, dass 8-PN im 
infrarenalen Fettgewebe eine östrogene Wirksamkeit aufweist. Dabei scheint es 
bedeutungslos wie lange die Tiere behandelt wurden, da der Einfluss des 8-PN auf das 
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Gewicht des Fettgewebes nach einer längeren Behandlungszeit sich nicht stärker 
ausprägt.  
Die beschriebene Unabhängigkeit der Behandlungsdauer des 8-PN konnte auf 
molekularer Ebene nicht verifiziert werden. Hier wurde deutlich der Einfluss der 
Behandlungszeit nachgewiesen. Dies äußerte sich entweder in einer inversen Expression 
der mRNA (Tnfa) oder dem Ausmaß der Expression (Pparg, Il6) (Abb. 4.37 und 4.48).  
Ein eindeutiger östrogener Einfluss, wie er sich im Gewicht des infrarenalen Fettgewebes 
nachweisen ließ, lässt sich durch die Regulation der Genexpression nicht bestätigen. Es 
scheint eher so, als ob sich nach der dreitägigen Behandlung ein nicht-östrogener Einfluss 
auf die Expression der Gene auswirkt (Il6, Pparg), während nach der 21-tägigen 
Behandlung die östrogene Wirkung auf die Expression der Gene überwog (Il6, Pparg) 
(Abb. 4.37 und 4.48). 
Daher kann spekuliert werden, dass die Behandlungsdauer determiniert, ob 8-PN auf das 
infrarenalen Fettgewebe der ArKO-Maus eine östrogene oder nicht-östrogene Wirkung 
hat.  
 
Welchen Einfluss ein Teil der erhobenen mRNA-Expressionsdaten im infrarenalen 
Fettgewebe hat, soll im folgen Abschnitt umrissen werden.  
Pparg als einer der Schlüsselfaktoren für die Fettzelldifferenzierung (312) ist beteiligt an 
der Fettsäure-Speicherung sowie dem Glucose-Metabolismus. Der aktivierte Pparg trägt 
so zur Stimulierung der Lipid-Aufnahme und Adipogenese bei. Die im Rahmen dieser 
Arbeit gemachten Beobachtungen im infrarenalen Fettgewebe zeigten aber, dass der 
Pparg nach beiden Behandlungszeiten durch alle Testsubstanzen verglichen zu den 
unbehandelten Tieren zu einem gewissen Grad herunterreguliert wurde. Was insofern mit 
den physiologischen Daten übereinstimmt, da eine verringerte Expression des Pparg, eine 
verringerte Adipogenese nach sich zieht, wodurch es final zu einer verringerten 
Fettgewebemasse kommt. Das Fettgewebe ist weiterhin ein wichtiger Ort der 
Insulinwirkung und trägt so zur Energiehomöostase bei. Mit dem GLUT4 gelangt die 
Glukose in die Zelle. Dieser Prozess ist vom Insulin gesteuert, das heißt je höher der 
Insulinspiegel, desto mehr Glukose kann über den GLUT4 in die Zelle gelangen. Studien 
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zeigten, Flavonoide können die Glukoseaufnahme in Adipozyten verändern (313). Dabei 
kann die Glukoseaufnahme nach einer Insulin-Stimulation auf den Grundzustand 
herabgesetzt werden (313). Im Rahmen dieser Arbeit wurde nach der Behandlung mit 
Raloxifen und Genistein nur eine leicht erhöhte mRNA-Expression des Glut4 
nachgewiesen. Die Gene Insr, Insig1, Insig2 und SREBP sind ebenfalls in den 
Glucose-Stoffwechsel der Adipozyten involviert (314) und somit auch indirekt an der 
Zu- bzw. Abnahme vom Gewicht des Fettgewebes. Infolgedessen findet man im Adipösen 
eine Überexpression von Srebp im Fettgewebe (315,316). Dies wiederum aktiviert die 
Cholesterin- und Fettsäure-Biosynthese-Wege (317). Dieser Mechanismus unterliegt dem 
Zusammenspiel von INSIG und SREBP. Die zelluläre Cholesterin-Konzentration wird durch 
einen komplexen Mechanismus kontrolliert, an dem Insig, SCAP und SREBP beteiligt sind. 
Vermittelt durch die integralen Membranproteine Insig1 und Insig2 wird der 
SCAP-SREBP-Komplex im endoplasmatischen Retikulum zurückgehalten (6,318,319). Eine 
erhöhte Expression des Insig1 im Fettgewebe konnte bei diätinduzierter Fettleibigkeit in 
normalen Ratten gezeigt werden (320). Daher lässt sich vermuten, dass die 
Testsubstanzen auf die Expression des Glut4 in der ArKO-Maus kaum Einfluss nehmen. So 
kann erklärt werden, warum sich der Glukose-Spiegel durch die Behandlungssubstanzen 
nicht verändert hat. 
 
Gonadales Fettgewebe 
Das Gewicht des gonadalen Fettgewebes wurde zwar aus präparationstechnischen 
Gründen nicht ermittelt, allerdings konnte bereits bei der Sektion ein Effekt nach den 
Substanzgaben dahingehend beobachtet werden, dass es zu einer visuellen Verringerung 
der Fettmasse kam.  
Nach der E2-Behandlung wurde eine deutliche visuelle Verringerung des gonadalen 
Fettgewebes wahrgenommen. Daher war es von Interesse, diesen visuellen Effekt auf 
Ebene der Geneexpression zu untersuchen, um eventuelle Hinweise einer Östrogenität 
auf das gonadale Fettgewebe zu identifizieren. So konnte festgestellt werden, dass nach 
der E2-Gabe in der mRNA-Expression des Esr1 und Clu keine veränderte Regulation im 
Vergleich zu den Kontrolltieren stattfand (Abb. 4.33). Weiterhin wurde keine 
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Abhängigkeit der Behandlungsdauer zwischen den drei und 21-Tage behandelten Tieren 
festgestellt. Für die untersuchten Gene mit einer Verbindung zur Pathogenese des MetS 
wurde wiederum eine deutliche Abhängigkeit der Behandlungsdauer nachgewiesen. 
Während einige Gene (Lep, Lepr) nach der dreitägigen Behandlung eine 2-fach erhöhte 
Expression aufwiesen, resultierte eine 21-tägige Behandlung mit E2 im gonadalen 
Fettgewebe der ArKO-Maus für die gleichen Gene in einer 2,5-fach verringerten 
Expression der mRNA. Die untersuchten Gene mit einer molekularen Verbindung 
zwischen MetS und Östrogendefizienz zeigten keine Abhängigkeit der Behandlungsdauer 
in der Expression der mRNA. 
Aus den Ergebnissen kann zusammenfassend formuliert werden, dass die 
östrogenresponsiven Gene als auch die Gene mit einer molekularen Verbindung vom 
Östrogendefizienz und MetS unabhängig von der Behandlungsdauer reguliert werden, 
ganz in Gegensatz zu den Genen mit einer Verbindung zu Pathophysiologie des MetS.     
 
Für das gonadale Fettgewebe der mit Raloxifen behandelten ArKO-Mäuse konnte ein 
deutlicher Einfluss der Behandlungsdauer auf die mRNA-Expression der untersuchten 
Gene nachgewiesen werden. Es zeigten sich wieder die beiden charakteristischen 
Expressionsprofile der mRNA, einerseits die inverse Expression der Gene wie z. B. bei 
dem Gen Lepr, wo es nach der dreitägigen Behandlung mit Raloxifen zu einer 4-fach 
höheren Expression kam verglichen mit den kontrollbehandelten Tieren, aber nach der 
21-tägigen Behandlung zu einer 5-fach verringerten Expression (Abb.4.32 und 4.45). 
Andererseits unterschied sich auch die Stärke der Expression nach der 
Raloxifenbehandlung wie z. B. bei dem Gen Il6, welches nach der dreitägigen Behandlung 
um das 10-fache niedriger exprimiert wurde. Neben diesem Befund wurde auch die 
Östrogenität des Raloxifens auf das gonadale Fettgewebe untersucht. Bei dem Vergleich 
zeigte sich, dass nur für wenige der untersuchten Gene eine östrogene Wirkung 
nachgewiesen werden konnte (Esr2, Lep) (Abb. 4.30 und 4.32). Im Gegensatz dazu wurde 
für die Expression Gene Esr1, Srebp, Pprag kein östrogener Einfluss gezeigt.  
Auf Grundlage dieser Daten kann man vermuten, dass der Einfluss von Raloxifen auf die 
Regulation der Genexpression des gonadalen Fettgewebes in ArKO-Mäusen von der 
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Behandlungsdauer determiniert wird. Es kann weiter angenommen werden, dass 
Raloxifen keinen oder nur einen sehr geringen östrogenen Einfluss auf das gonadale 
Fettgewebe der ArKO-Maus geltend machen kann.  
  
Nach der Behandlung mit Genistein konnte für die im gonadalen Fettgewebe der 
ArKO-Mäuse untersuchten Gene ein Trend dahingehend beobachtet werden, dass die 
Expression abhängig von der Behandlungsdauer ist. Dies stellte sich zum einem in einer 
inversen Regulation der Gene dar (Lep, Lepr) und zum anderen in Ausmaß der Expression 
(Il6). Das Gen Il6 z. B. wurde nach drei Tagen Behandlung um das 5-fache verringert 
exprimiert, während man nach der 21-tägigen Behandlung von keiner veränderten 
Expression im Vergleich zu den kontrollbehandelten Tieren sprechen kann.  
Dies konnte anhand der Expressionsprofile  nahezu aller Gene, die  einen Zusammenhang 
von MetS und Östrogendefizienz darstellen (Pparg, Il6, Tnfa), gezeigt werden (Abb. 4.33 
und 4.46).  
Somit kann die Theorie aufgestellt werden, dass die Wirkung von Genistein auf das 
gonadale Fettgewebe der ArKO-Mäuse unter dem Einfluss der Behandlungszeit steht. 
Wie schon im infrarenalen Fettgewebe konnte auch auf die mRNA-Expression des 
gonadalen  Fettgewebes eine östrogene Wirkung durch Genistein suggeriert werden. 
 
Wie schon in den zuvor besprochenen Substanzen konnte auch für 8-PN ein Einfluss der 
Behandlungsdauer auf die mRNA-Expression der untersuchten Gene im gonadalen 
Fettgewebe ausgewiesen werden. Auch hier zeigte sich der Einfluss zum einen durch eine 
umgekehrte Expression der Gene nach der Behandlung (Lepr, Insr, Pparg) und zum 
anderen in einem unterschiedlichen Ausmaß der mRNA-Expression (Il6) (Abb. 4.32, 4.33, 
4.45, 4.16). Um eine östrogene Wirkung ausmachen zu können, wurden die 
mRNA-Expressionen der untersuchten Gene nach der 8-PN-Behandlung mit denen nach 
der E2-Behandlung vergleichend ausgewertet. Dabei konnte festgestellt werden, dass der 
größere Teil der untersuchten Gene ein östrogenes Expressionsprofil aufwies (Lepr, Tnfa) 
(Abb. 4.32, 4.33, 4.45, 4.46).  
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Die Ergebnisse lassen die Vermutung zu, dass durch eine Behandlung mit 8-PN die 
mRNA-Expression unter dem Einfluss der Behandlungsdauer unterschiedlich reguliert 
werden kann. Weiterhin liegt nahe, dass 8-PN auf das gonadale Fettgewebe eine 
östrogene Wirkung hat. 
 
5.2.3 Biochemische Marker 
Mit dem Serumleptin-Spiegel besteht die Möglichkeit, Informationen über den 
Sättigungs-/Hungerzustand eines Individuums zu erlangen (115,116). In Studien wurde 
allerdings gezeigt, dass adipöse Menschen ebenfalls einen erhöhten Serumleptin-Spiegel 
aufweisen (257). Was sich daher erklärt, dass eine große Fettmasse zu einer erhöhten 
Leptinproduktion führt (257). Der Leptin-Spiegel steht dabei in Korrelation mit der Menge 
des Fettgewebes und fungiert als Kommunikator zwischen dem Körperfett und 
Hypothalamus. Ein hoher Serumleptin-Spiegel deutet dabei auf Sättigung, ein niedriger 
Serumleptin-Spiegel auf Hunger hin. In adipösen Menschen konnte eine sogenannte 
Leptinresistenz diagnostiziert werden. Dabei kann das Leptin nicht mehr an den 
Leptin Rezeptor binden und das Gefühl der Sättigung stellt sich nicht ein. 
Die in dieser Arbeit erhobenen Daten zum Körpergewicht stehen im Einklang mit den 
Beobachtungen, welche für den Serumleptin-Spiegel gemacht wurden. In diesem Fall 
konnte ein niedrigerer Serumleptin-Spiegel nach drei Tagen Behandlung mit Raloxifen 
bzw. nach 21-tägiger Behandlung mit E2 nachgewiesen werden. Diese Resultate 
entsprechen denen in der Literatur, wo ovx Ratten über einen längeren Zeitraum mit E2 
bzw. Raloxifen behandelt wurden und ebenfalls eine Verringerung von bis zu 60 % des 
Serumleptin-Spiegels verglichen mit den ovx-Kontrolltieren beobachtet werden konnten 
(308).  
Durch Studien wurde weiterhin gezeigt werden, dass in Tieren nach einer Ovariektomie 
der Leptin-Spiegel niedriger ist als in den intakten Tieren (258,321). Andere Tierversuche 
mit ovx Ratten konnte nach einer Behandlung mit E2 eine Erhöhung des Leptin-Spiegels 
aufgezeigen (321). Dies steht jedoch im Widerspruch zu den oben genannten Studien, 
denn nach einer Ovariektomie erhöht sich die Masse des Fettgewebes und daher wäre 
eine Erhöhung des Leptin-Spiegels zu erwarten. Durch Jones et al. konnte in 
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ArKO-Mäusen gezeigt werden, dass der zirkulierende Serumleptin-Spiegel signifikant 
erhöht war (115). Eine E2-Behandlung bei ArKO-Mäusen resultierte in einem niedrigeren 
Serumleptin-Spiegel (Abb. 4.26 und 4.41). Dabei ist festzustellen, dass der 
Serumleptin-Spiegel nach der 21-tägigen Behandlung mit E2 signifikant niedriger war als 
nach der dreitägigen Behandlung. Dieser offensichtlich östrogenvermittelte Trend ist 
auch bei Raloxifen, Genistein und 8-PN zu beobachten. Damit korrelieren die Ergebnisse 
des Leptin-Spiegels mit den Feuchtgewichten des infrarenalen Fettgewebes, denn auch 
hier konnte der Trend zur Abnahme des Fettgewebes gezeigt werden, nachdem die Tiere 
mit den östrogenen Substanzen behandelt wurden. Dies deckt sich mit Literaturdaten die 
nahelegen, dass bei erhöhter Fettmasse auch der Serumleptin-Spiegel erhöht ist und 
umgekehrt (322,323).  
 
5.2.4 Fazit 
Im Hinblick auf die als physiologische Parameter evaluierten Uterusfeuchtgewichte und 
Gewichte der infrarenalen Fettgewebe kann festgehalten werden, dass die Dauer der 
Behandlung einen Einfluss auf diese Gewebe ausübt. Dieser Befund konnte auch auf 
molekularer Ebene durch Erfassen der mRNA-Expression zum größten Teil bestätigt 
werden.  
Des Weiteren wurden für Genistein wie auch für 8-PN SERM-ähnliche Eigenschaften 
beobachtet. Zeigten beide Testsubstanzen bei der Expression der untersuchten Gene im 
Uterus der ArKO-Mäuse kaum östrogene Eigenschaften, konnte in den beiden 
Fettgeweben ein östrogenes mRNA-Expressionsprofil nachgewiesen werden. In der 
Literatur finden sich Ergebnisse, die auf eine SERM-Eigenschaft des 8-PN hinweisen (258). 
Dies widerspricht allerdings den Daten von Zierau et al., dort wurde eine zum Teil stark 
verminderte Expression von Esr1 und Esr2 nach einer Behandlung mit 8-PN im Uterus 
beobachtet (205). 
Welche Auswirkungen diese genregulatorischen Effekte genau haben und inwieweit sich 
diese auch auf Translationsebene darstellen lassen, sollte Gegenstand weiterführender 
Untersuchungen sein.  
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6. Schlussfolgerung und Ausblick 
Bis zum heutigen Zeitpunkt sind erstaunlich wenige Publikationen erschienen, welche die 
ArKO-Maus näher charakterisieren. Es wird zwar weithin angenommen, dass die 
ArKO-Maus ein adäquates Modell für hormonelle Prüfungen bei Zuständen der 
Östrogendefizienz sein könnte, aber fundierte Studien wurden darüber noch nicht 
publiziert. Zu dieser Annahme führt die Tatsache, dass die ArKO-Maus durch die Deletion 
des Cyp19 (Aromatase)-Gens, nicht in der Lage ist, Östrogen zu synthetisieren. Sie 
befindet sich so in einem dauerhaften östrogendefizienten Zustand.  
Die im Rahmen dieser Arbeit erhobenen Daten konnten zeigen, dass die ArKO-Maus, 
anders als ihre ovx WT-Wurfgeschwister, kein adäquates experimentelles Modell für reine 
Östrogenprüfungen ist. Sie scheint aber ein geeignetes Modell für molekulare 
Untersuchungen im Zusammenhang von Östrogendefizienz und MetS zu sein. Überdies 
kann ferner festgehalten werden, dass bei den ArKO-Mäusen das Lebensalter der Tiere 
eine entscheidende Determinante für die Östrogensensitivität ist. Dies ist insofern 
wichtig, wenn die Endpunkte auf Ebene von Geweben und Genen betrachtet werden, die 
besonders dem Alterungsprozess unterliegen bzw. die für gealterte Populationen 
relevant sind. Für die Regulation der Expression östrogener Zielgene kann 
zusammenfassend  festgestellt werden, dass sich nach einer 21-tägigen Behandlungszeit 
ein anderes Muster für die Regulation der Genexpression im Uterus ergab als nach einer 
dreitägigen Behandlung. Dies bestätigt die Annahme, dass auch die Dauer der 
Behandlung einen großen Einfluss auf die Genexpression und die dadurch vermittelten 
Veränderungen der Physiologie und des Stoffwechsels hat. Zudem waren 
östrogenähnliche Effekte für Raloxifen, Genistein und 8-PN auf das Gewicht des Uterus 
und die beiden Fettgewebe offenkundig. In der Expression der untersuchten Gene 
konnte dies allerdings nicht so deutlich gezeigt werden.  
 
Welchen Einfluss die Testsubstanzen auf die Proteinexpression zwischen den 
untersuchten Mausmodellen haben, konnte im Rahmen dieser Arbeit nicht geklärt 
werden, da die erhobenen Daten zum großen Teil auf Genexpressionsanalysen mittels 
real time PCR basieren. Für künftige Studien mit der ArKO-Maus sollte daher die 
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Bestimmung der Proteinexpression eine wesentliche Rolle spielen. Beinah alle Funktionen 
des Organismus werden von Proteinen ausgeführt, welche während der 
Proteinbiosynthese anhand vorher gebildeter mRNA synthetisiert werden. Somit besteht 
ein direkter Einfluss der Behandlung auf die spätere Proteinexpression. 
Proteinexpressionsanalysen eignen sich besonders, da sie einen Überblick über die 
biologischen Antworten auf Testsubstanzen ergänzen. Mit Hilfe dieser Analysemethode 
lassen sich bestimmte Proteine sowohl quantifizieren als auch deren Expression im 
Gewebe lokalisieren. 
Für weiterführende Studien sollte es von Interesse sein, neben dem Glucose-Spiegel auch 
den Insulin-Spiegel zu bestimmen, da so ein eventueller Diabetes mellitus aufgezeigt 
werden könnte. Die Bestimmung der Serumspiegel für IL-6 als auch des TNFα wäre auch 
interessant, da beide im Lipidmetabolismus eine wichtige Rolle spielen.  
In diesem Zusammenhang könnte auch eine gezielte Auswahl von Genen rund um den 
Fettstoffwechsel getroffen werden, um dadurch gezieltere Untersuchungen 
durchzuführen. Ein mögliches Gen dafür wäre z. B. das Adiponektin.  Es reguliert 
zusammen mit dem Leptin, dem Insulin und anderen Hormonen das Hungergefühl und 
die Nahrungsaufnahme und verstärkt die Wirkung des Insulins an den Fettzellen. 
Im Hinblick auf eine längere Behandlungsdauer sind Strategien zur Optimierung der 
Verabreichung der Testsubstanzen notwendig (Verfügbarkeit des Antagonisten 
Fulvestrant), in die vor allem das Löslichkeitsverhalten einzelner Substanzen sowie die 
absoluten Substanzmengen in Betracht gezogen werden müssen. Eine Möglichkeit der 
Standardisierung wäre, wie eine neuere Arbeit zeigt, dass durch ein Gemisch aus 
Prüfsubstanz mit z. B. Cholesterin über jedes Siliconpellet dieselbe absolute 
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8.1 infrarenales Fettgewebe TV 1 
Idealerweise liegt das infrarenale Fettgewebe als abgeschlossenes Fettpolster, die Nieren 
umgebend, vor. Die RNA-Isolierung aus Fett brachte nach dem im Labor gängigen 
Trifast-Protokoll nur sehr geringe Mengen an RNA hervor. Dies wurde zum Anlass 
genommen ein neues RNA-Isolierungs-Protokoll für Fettgewebe zu etablieren. Die Daten 
des hier gezeigten TV 1  beruhen daher nur auf einer cDNA, also nur auf einem PCR-Lauf. 
Um das Bild für diesen Tierversuch zu vervollständigen, werden diese Daten hier 
trotzdem dargestellt, auch wenn eine Signifikanzbestimmung nicht möglich ist, es kann 
also lediglich von Trends gesprochen werden. 
 
Tab. 8. 1  Vergleich der Basiswerte (2-∆ct Werte) im infrarenale Fettgewebe zwischen den ovx 
WT-Mäusen und den vt ArKO.  
Rotes Feld = gegenläufige Expression des entsprechenden Gens, gelbes Feld = unterschiedlich 
starke Expression, aber in gleiche Richtung, grünes Feld = kein Unterschied zwischen beiden 







Tab. 8. 2  Vergleich der Genexpressionen im infrarenalen Fettgewebe zwischen den vt WT 
Mäusen und den ArKO E2 Mäusen.  
Rotes Feld = gegenläufige Expression des entsprechenden Gens,  
gelbes Feld = unterschiedlich starke Expression, aber in gleiche Richtung, grünes Feld = kein 






 ovx WT  ovx WT ovx WT ovx WT ovx WT 
vt ArKO Esr1 Esr2 Pgr Ltf Clu 
vt ArKO Lep Lepr Insr   
vt ArKO Pparg Il6 Il6ra Tnfa  
   ↑↓ ↑↑ , ↓↓ ═ 
  vt WT vt WT vt WT vt WT vt WT 
ArKO E2 Esr1  Esr2 Pgr Ltf Clu 
ArKO E2 Lep Lepr Insr   
ArKO E2 Pparg Il6 Il6ra Tnfa  
   ↑↓ ↑↑ , ↓↓ ═ 
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8.2 Leber TV 1 
Die Leber ist das zentrale Organ des Stoffwechsels im Körper und speichert Fette und 
Glucose in Form von Glykogen, ist also direkt oder indirekt an Prozessen des MetS und 
der Menopause beteiligt 
Die östrogendefizienten Mäuse zeigten in ihrer Basisexpression mehr Unterschiede als 
Ähnlichkeiten. Dabei sind alle Indikatoren für östrogene Responsivität in den beiden 
Modellen unterschiedlich stark reguliert. Lediglich die Basiswerte von Il6, Il6ra und Tnfa 
sind in den beiden Modellen ähnlich stark exprimiert.  
Für die relative mRNA-Expression der vehicle behandelten intakten WT-Mäuse und der E2 
behandelten ArKO-Mäuse wurde ein ähnliches Bild beobachtet. Dabei kam es bei den 
Genen Lep, Insr, Il6 und Tnfa zu Gegenregulationen. Während ausnahmslos alle vehicle 
behandelten WT-Mäuse eine niedrigere Expression aufweisen im Vergleich zu den vehicle 
behandelten ovx WT-Mäusen, zeigen die E2 behandelten ArKO-Mäuse eine niedrigere 
Expression, verglichen mit den vehicle behandelten ArKO-Mäusen. Im Fall des Gen Lep 
liegt sogar ein 200-facher Expressionsunterschied zwischen dem intakten WT-Tier und der 
E2 behandelten ArKO-Maus. Die Gene Esr1 und  Lepr zeigen zwar in beiden Modellen eine 
niedrigere Expression als die dazugehörige östrogendefiziente Gruppe, aber hier ist der 
Ausprägung zwischen den Modellen unterschiedlich. So wird der Esr1 in den E2 
behandelten ArKO-Mäusen um das 5-fache niedriger exprimiert als in den  intakten 
WT-Mäusen. 
 
8.3 Leber TV 2 
Es ist bekannt, dass der Metabolismus in der Leber sich mit zunehmendem Alter 
verändert. Mit Hilfe dieses Tierversuches sollte überprüft ob diese Beobachtung auch bei 
den ArKO-Mäusen gemacht werden kann.  
Mit dem TV 2 konnte gezeigt werden, das bei der Expression der Basislevel von Lepr und 
Il6 in der Leber altersbedingte Unterschiede vorhanden sind, da eine unterschiedlich 
starke mRNA-Expression stattfand. Die Gene Esr1, Pparg und Tnfa zeigten keine durch das 
Alter bedinget veränderte Geneexpression auf.  
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Nach einer E2-Behandlung der jung-adulten drei Monate alten ArKO-Mäuse und zwölf 
Monate alter ArKO-Mäusen wurde in den Genen Esr1, Pparg und Il6 einen Gegenregulation 
der Expression gemessen. So zeigten diese Gene in den jung-adulten Tieren eine bis zu 
1,9-fach erhöhte Expression, in den zwölf Monate alten ArKO-Mäusen eine bis zu 1,8-fach 
erniedriget Expression verglichen zu den jeweiligen Kontrollgruppen. Die relative 
mRNA-Expression des Tnfa war für beide Altersgruppen verringert. Allerdings lag die 
Expression bei den jung-adulten Tieren um das 2,5-fache niedriger als zur Kontrollgruppe, 
während die Expression bei den zwölf Monate alten Tieren um das 5-fache erniedrigt 
wurde.  
Nach der Behandlung Genistein konnten ebenfalls altersabhängige Unterschiede in der 
Regulation der Genexpression in der Leber festgestellt werden. Eine inverse Regulation 
findet in den Genen Esr1, Lepr und Il6 statt. Dabei kann auch hier beobachtet werden, dass 
für diese Gene die drei Monate alten Tiere eine bis zu 3-fach erhöhte Expression 
aufweisen, während für die zwölf Monate alten Tiere eine 1,6-fach verringerte  relative 
mRNA-Expression gemessen wurde, verglichen zu den jeweiligen Kontrollgruppen. Die 
Regulation der mRNA des Tnfa fand zwar in beiden Altersgruppen gleichgerichtet statt, 
lediglich die Stärke der Expression unterschied sich. So wurde die relative 
mRNA-Expression des Tnfa  bei den drei Monate alten Tieren um das 2-fache erniedrigt, 
verglichen zur Kontrollgruppe, während die Expression in den zwölf Monate alten Tieren 
um das 5-fache erniedrigt wurde. 
 
8.4 Leber TV 3 
Die östrogenresponsiven Gene Esr1 und Clu zeigen in der Leber lediglich nach der 
Behandlung von Genistein und im Fall von Clu auch nach der Gabe von 8-PN eine sich von 
der Kontrollgruppe unterscheidende Expression (Tab. 8.7). Dabei wird der Esr1 nach der 
Genisteinbehandlung höher exprimiert, während Clu eine niedrigere Expression nach der 
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Tab. 8. 3 Genexpressionen in der Leber  
von Esr1 und Clu nach Behandlung mit E2, Raloxifen, Genistein und 8-PN im Vergleich zur vehicle 
behandelten Gruppe   
↑ erhöhte Expression, ↓ niedrige Expression,  








Eine E2-Substitution zeigte bei den Genen Lepr und Insr veränderte Genregulation in der 
Leber, im Vergleich zur Kontrollgruppe (Abb. 8.1). Allerdings konnte beim Lep eine 
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Abb. 8. 1 Gene, die mit dem MetS verbunden sind in der Leber 
Die relative mRNA-Expressionsspiegel von Lep, Lepr und Insr nach der Behandlung mit E2, 
Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Alle Gene sind normalisiert 
gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten sind 
dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, für die statistische Analyse wurde 
der Students t-Test verwendet. *p ≤ 0,05 
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Pparg
































































































Dabei wird Il6ra in der E2- und 8-PN behandelten Gruppen signifikant niedriger exprimiert, 
während es kein Regulationsveränderung in den Raloxifen und Genistein behandelten 
Gruppen gab (Abb. 8.2). Tnfa wird in der Leber nach der Genisteinbehandlung signifikant 
niedriger exprimiert verglichen mit der Kontrollgruppe. Auch kann gezeigt werden, das 































8.5 Leber TV 4 
Die mRNA-Expression in der Leber nach der Gabe von E2 zeigte eine erhöhte Expression 
des Esr1, aber keine verändere Regulation von Lepr und Insr. Durch die Gabe von 
Raloxifen konnte dem Esr1 keine veränderte Regulation nachgewiesen werden, während 
der Lepr ein 2-fach niedrigere und der Insr eine 5-fach niedrigere Expression nachweisbar 
Abb. 8. 2 Gene, die einen Link zwischen MetS und Östrogendefizienz darstellen im  
infrarenalen Fettgewebe  
Die relative mRNA-Expressionsspiegel von Pparg, Il6, Il6ra und Tnfa nach der Behandlung 
mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Alle Gene sind 
normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). Die Daten 
sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, für die statistische Analyse 
wurde der Students t-Test verwendet. *p ≤ 0,05 
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war, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Nach der Behandlung mit Genistein zeigte sich 
beim Lepr eine erhöhte Expression, bei den Genen Esr1 und Insr konnte keine veränderte 
Regulation der vehicle behandelten Gruppe festgestellt werden.  In der 
Behandlungsgruppe welche mit 8-PN exponiert war, konnte bei allen drei Genen eine 
erhöhte Expression gemessen werden. 
 
Gene die unter dem Einfluss des MetS und der Östrogendefizienz stehen, wie Srebp und  
Insig1, zeigten nach der Behandlung mit E2 keine veränderte Regulation, lediglich bei 
Insig2 konnte eine 2-fach niedrigere Expression im Vergleich zur Kontrollgruppe 



















Während bei den Behandlungsgruppen von Raloxifen, Genistein und 8-PN für die Gene 
Srebp und Insig1 keine veränderten Regulationen festgestellt wurden, konnte Insig2 eine 
Srebp




































































Abb. 8. 3  Gene, die mit dem MetS verbunden sind in der Leber 
Die relativen mRNA-Expressionsspiegel von Srebp, Insig1 und Insig2 nach einer 
21-Tage-Behandlung mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. 
Alle Gene sind normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale 
Linie). Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, für die 
statistische Analyse wurde der Students t-Test verwendet. *p ≤ 0,05 
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niedrigere Expression aufweisen. Diese Beobachtung war in den Behandlungsgruppen 
von Raloxifen und 8-PN signifikant (Abb. 8.3). 
 
Nach der Behandlung mit E2 zeigte sich bei der mRNA-Expression von Pparg,  Il6 und Il6ra 





















Der Pparg stellte sich in keiner Behandlungsgruppe regulatorisch verändert dar, 
verglichen mit der Kontrollgruppe. Beim Il6 konnte eine 2,5-fach niedrigere Expression 
nach der Behandlung mit Raloxifen und 8-PN gezeigt werden, verglichen mit der 
Kontrollgruppe. Letztere Beobachtung war signifikant. Die Behandlung mit Genistein 
zeigte keine veränderte Regulation des Il6 im Vergleich zur Kontrollgruppe. Ebenfalls 
Pparg 




































































Abb. 8. 4  Gene, die eine Verlinkung zwischen MetS und Östrogendefizienz 
darstellen in der Leber 
Die relativen mRNA-Expressionssoiegel von Pparg, Il6 und Il6ra nach einer 21 
Tage-Behandlung mit E2, Raloxifen (Ral), Genistein (Gen) und 8-PN von ArKO-Mäusen. Alle 
Gene sind normalisiert gegen die vehicle behandelte Gruppe (schwarze horizontale Linie). 
Die Daten sind dargestellt als Durchschnittswert ± Standardabweichung, für die statistische 
Analyse wurde der Students t-Test verwendet. *p ≤ 0,05 
Anhang 
 
- 190 - 
 
keine Regulationsveränderung konnte nach der Behandlung mit Genistein beim Il6ra 
gezeigt werden, im Vergleich zur Kontrollgruppe. Beim Il6ra allerdings zeigten sich eine 
2,5-fach niedrigere Expression nach der Behandlung mit Raloxifen und eine 2-fach höhere 
Expression nach der Behandlung mit 8-PN, gezogen auf die Kontrollgruppe. 
 
